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1 Einleitung  
Umwelteinflüsse und ihre Veränderungen beeinflussen die charakteristischen morphologi-
schen und physiologischen Eigenschaften von Zellen. Neben chemischen und physikalischen 
Reizen ist auch die Schwerkraft ein solcher Umweltreiz. Ihre Veränderungen (Mikro- und Hy-
pergravitation) wirken sich auf verschiedenste zelluläre Prozesse und Funktionen wie Mor-
phogenese, Bewegung, Adhäsion und die Ausbildung interzellulärer Kontakte aus. Diese 
Abläufe sind grundsätzlich abhängig von einem funktionierenden Informationsfluss mittels 
der inter- und intrazellulären Signaltransduktion. 
Bisher wurden hauptsächlich Studien durchgeführt, deren Ziel es war, die Wirkung von Mi-
krogravitation auf die verschiedenen Zellfunktionen und die Signaltransduktion zu untersu-
chen. Für die Aufklärung schwerkraftsensitiver Prozesse, besonders der Signaltransduktion, 
sind Studien zur Wirkung von Hypergravitation aber ebenfalls entscheidend und unerlässlich. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Hypergravitation auf den Efflux des sekun-
dären Botenstoffes cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) in Melanozyten und Mela-
nomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential unter der Bedingung einer erhöh-
ten cGMP-Synthese untersucht. Dazu wurden Langzeit- und Kurzzeitzentrifugationen in An-
wesenheit verschiedener Stimulantien der cGMP-Synthese durchgeführt. Das Ergebnis dieser 
Studie ist, dass es einen Langzeiteffekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux Stick-
stoffmonoxid (NO)-stimulierter normaler Melanozyten und nichtmetastasierender Melanom-
zellen gibt, während hochmetastasierende Melanomzellen gegenüber dem Einfluss von Be-
schleunigung unempfindlich sind. 
1.1 Humane Melanozyten 
Die Haut stellt als Grenzfläche und Kontaktorgan zur Umwelt die erste Barriere gegenüber 
chemischen, thermischen und mechanischen Einflüssen dar. Die drei Schichten der Haut sind 
von außen nach innen die Epidermis, die Dermis und die Subkutis. Bei der Epidermis handelt 
es sich um ein aus mehreren Schichten bestehendes verhorntes Plattenepithel, welches als 
klassisches Proliferationsgewebe dauernder Erneuerung unterliegt. Die Hauptpopulation der 
Epidermis sind die Keratinozyten. Daneben kommen die Melanozyten, als Produzenten des 
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UV-protektiven Pigmentes Melanin, die Immunzellen der Haut, die Langerhans-Zellen und 
Merkelzellen sowie Lymphozyten in wesentlich geringerer Zahl vor. 
1.1.1 Vorkommen und Bedeutung humaner Melanozyten  
Eine wichtige Funktion der Epidermis ist der Schutz gegen die schädigende Einwirkung von 
ultravioletter Strahlung. Für diese Aufgabe ist sie mit einem speziellen Zellsystem ausgestat-
tet, in dem die Melanozyten eine strategisch und physiologisch wichtige Position haben und 
gemeinsam mit den Keratinozyten eine bedeutende Rolle im Pigmentierungsprozess der Haut 
spielen. Angeregt durch die UV-Strahlung, wird in den Melanosomen der Melanozyten das 
Pigment Melanin über mehrere enzymatische Schritte aus der Aminosäure Tyrosin 
synthetisiert und über die dendritischen Ausläufer der Melanozyten an die benachbarten 
Keratinozyten weitergegeben (Jimbow et al. 1974, Yohn et al. 1993), indem die Melanoso-
men durch Exozytose aus den Dendriten der Melanozyten abgegeben werden (Cesarini J.P. 
1996). Diese Zell-Zell-Interaktion wird als epidermale Melanineinheit bezeichnet (Fitzpatrick 
et al. 1979, Jimbow et al. 1976). Die Hautfarbe, also die Intensität der Pigmentierung, ist 
durch die Anzahl und die Aktivität der Melanozyten festgelegt und genetisch bedingt, kann 
aber durch die Einwirkung von UV-B-Strahlen gesteigert werden (Friedmann and Gilchrest 
1987, Aberdam et al. 1993).  
Melanine werden in die gelb bis roten Phäomelanine und die braun bis schwarzen Eumelanine 
eingeteilt. Beide Typen liegen in den Melanozyten vor, wobei die Konzentrationsverhältnisse 
genetisch determiniert sind. Eumelanine sind stickstoffhaltige Biopolymere, die sich via ko-
valenter Bindungen leicht mit Proteinen verbinden können. Eumelanin verhält sich wie ein 
Polyanion mit der Fähigkeit, Kationen und Polyamine reversibel zu binden. Aufgrund seiner 
chemischen Struktur hat Eumelanin Redoxeigenschaften, die Reaktionen mit 
Sauerstoffradikalen und anderen chemischen Redoxsystemen ermöglichen (Slominski et al. 
2004). So können reaktive Sauerstoffspezies zu Wasserstoffperoxid und weiter zu Wasser und 
Sauerstoff reduziert werden (Bustamante J. et al. 1993, Felix et al. 1978). Phäomelanine sind 
photolabil und zerfallen unter UV-Licht in das Superoxid-Anion und Hydroxylradikale, die 
durch die antioxidative Wirkung der Eumelanine in den Melanozyten und Keratinozyten 
stabilisiert werden, aber unter UV-B-Strahlung auch zu verschiedenen DNA-Schäden führen 
können. Die unterschiedliche Photochemie beider Melanintypen erklärt die photoprotektive 
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und phototoxische Wirkung von Melanin. Welche Wirkung das Sonnenlicht auf den 
Organismus hat, hängt von dem Konzentrationsverhältnis der beiden Melanine in der Haut ab 
(Fitzpatrick and Bolognia 1995). Neben der chemischen Struktur des Melanins sind zum 
Schutz vor UV-Strahlen auch seine physikalischen bzw. optischen Filtereigenschaften 
bedeutend.  
Zum Schutz des Individuums vor der Einwirkung von Strahlung verfügt die humane Haut 
außerdem über die Fähigkeit zur Reparatur UV-vermittelter Veränderungen der DNA (Bykov 
et al. 1999). Irreparablen Zellschädigungen kann sie mit Apoptose begegnen, bei der die ge-
samte Zelle nach einem bestimmten Programmablauf ohne negative Auswirkungen auf die 
Nachbarzellen abstirbt.  
Die Position der Melanozyten in der Epidermis, ihre dendritische Morphologie und ihr mole-
kulares „make-up“ lassen vermuten, dass Melanozyten eine Rolle im Immunsystem der Haut 
spielen (Das P.K. 1998). Le Pool et al. konnten 1993 zeigen, dass humane Melanozyten in der 
lokalen Immunregulation der Haut als antigenpräsentierende und -prozessierende Zellen fun-
gieren. Melanozyten bilden außerdem Cytokine, die an der Reifung und Migration der Lan-
gerhans-Zellen beteiligt sind. So kommt es in Abwesenheit von Melanozyten, z. B. bei Viti-
ligo-Erkrankungen, zu einer geschwächten Migrationsfähigkeit der Langerhans-Zellen (Das et 
al. 2001). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass humane Melanozyten in der Lage sind, 
von außen durch die Hautbarriere eindringende Antigene zu phagozytieren (Le Pool et al. 
1993), wobei es zu einer Fusion der Melanosomen mit Phagosomen kommt, die in Melano-
zyten die Aufgaben der Lysosomen übernehmen (Das P.K. 1998, Orlow S.J. 1995). Eine be-
sondere Funktion der Melanosomen in der epidermalen Immunreaktion ist es, Antigene, die 
nicht von Melanozyten präsentiert werden, mittels Organellentransport an benachbarte Zellen 
weiterzugeben (Wang et al. 1996).  
Im Kontext mit der Immunbiologie der Melanozyten und der Melanogenese stehen auch die 
pathophysiologischen Mechanismen von Entzündungen, Autoimmunkrankheiten wie Vitiligo 
und auch die gutartiger und bösartiger Hauttumoren. In den letzen Jahren konnten viele mela-
nom-spezifische Komponenten als Ziel-Antigene der Tumor-Immunologie wie auch der 
Autoimmunologie beschrieben werden (Puri et al. 2000, Castelli et al. 2000).  
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1.1.2 Melanome  
Das maligne Melanom ist eine bösartige Tumorerkrankung, die hauptsächlich aus den Mela-
nozyten der Haut, aber zu einem geringen Anteil auch aus den Melanozyten des Auges und 
der Hirn- und Schleimhaut hervorgeht. Es ist durch seine Fähigkeit, frühzeitig Metastasen in 
Organen wie Lunge, Leber, Hirn und auch der Haut zu bilden und durch seinen meist letalen 
Verlauf charakterisiert. Hauptauslöser scheint UV-Strahlung zu sein, wobei das Risiko, an 
einem Melanom zu erkranken, vermutlich in direktem Zusammenhang mit der Anzahl und 
dem Schweregrad von Sonnenbränden in den frühen Lebensjahren steht. Der exakte carzino-
gene Mechanismus, der zur Transformation der Melanozyten in Melanomzellen führt, ist bis-
her nicht genau bekannt. Grundsätzlich kommt es dann zu malignen Transformationen, wenn 
Tumor-Suppressorgene inaktiviert und/oder Onkogene aktiviert werden.  
Während der Pathogenese metastasierender Melanome kommt es zu einer Reihe zellulärer 
Veränderungen. So entziehen sich die Zellen der Wachstumskontrolle und Apoptosesignalen, 
verändern ihre Motilität, die Eigenschaften ihrer Immunabwehr und vor allem ihre Adhäsi-
onseigenschaften. Solche Veränderungen sind z. B. auf Defekte der Zellzykluskontrolle, Ver-
änderungen auf Ebene der DNA, der Proteinsynthese und der Signaltransduktion zurückzu-
führen. Verschiedene Studien zeigten, dass es in metastasierenden wie auch in nichtmetasta-
sierenden Melanom-Zelllinien zu Veränderungen der Expression der Isoformen der Stick-
stoffmonoxid-Synthase (NOS) kommt (Dong et al. 1994, Xie et al. 1995, Ahmed et al. 1999). 
Eine Beteiligung von Stickstoffmonoxid (NO) an Carzinogenese, Metastasierung und auch 
der Resistenz gegen therapeutische Maßnahmen wird diskutiert, da NO an vielen Signaltrans-
duktionswegen beteiligt ist und in Abhängigkeit von Konzentration und Kontext verschiedene 
modulierende Eigenschaften besitzt (Ekmekcioglu et al. 2005) (siehe auch Abschnitt 1.2.1). 
Trotz verschiedenster therapeutischer Ansätze zur Behandlung des malignen Melanoms gilt es 
als nahezu unheilbar. Aufgrund seines hohen Metastasierungspotentials und des meist letalen 
Ausgangs dieser Erkrankung und ob der stetig ansteigenden Zahl der Neuerkrankungen ist die 
Forschung auf diesem Gebiet von großer Bedeutung. Ein besonderes Problem in der Be-
handlung von Melanomen ist die Chemoresistenz der Tumorzellen. Grundlage des Resis-
tenzmechanismus’ ist die Fähigkeit von Körperzellen, sich gegen Krankheitserreger und 
Umweltgifte zur Wehr zu setzen. Zu den zellulären Resistenzmechanismen humaner Mela-
nomzellen gehören die enzymatische Inaktivierung des Medikamentes in der Tumorzelle, die 
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Veränderung der zellulären Zielstrukturen des Medikamentes, die Verminderung apoptoti-
scher Prozesse durch verstärkte Expression apoptotisch relevanter Gene, die Veränderung von 
Biosynthesewegen und die Intensivierung von DNA-Reparaturmechanismen (Gottesman et 
al. 2002). Außerdem sind ABC-Transporter (ATP-binding cassette), die multidrug resistance 
proteins (MRP), an der Vermittlung der Chemoresistenz maligner Melanome beteiligt (Got-
tesman et al. 2002). In einem energieabhängigen Prozess exportieren sie verabreichte Zyto-
statika aus der Zelle. Je länger das Medikament verabreicht wird, desto mehr dieser Proteine 
werden synthetisiert und in die Zellmembran integriert, und desto effektiver wird die Resi-
stenz der Tumorzelle.  
1.1.3 Gravisensitivität humaner Zellen  
Bei Studien über die Effekte von veränderter Schwerkraft (Mikro- und Hypergravitation) galt 
das Hauptinteresse bisher – bedingt durch die aktuellen Entwicklungen in der bemannten 
Raumfahrt in Richtung Langzeitaufenthalten im All – hauptsächlich dem Einfluss von Mikro-
gravitation und Strahlung auf die Zellen der Haut, der Knochen und des Immunsystems. Dass 
der Aufenthalt im All zu einer Verminderung der Knochenbildung und einer Verstärkung der 
Knochenresorption führt, ist seit längerem bekannt (Mack et al. 1989).  
Auch in epidermalen Zellen löst Mikrogravitation Veränderungen aus. So zeigten de Groot et 
al. 1990, 1991, dass Mikrogravitation die epidermal growth factor (EGF)-induzierte Expres-
sion verschiedener Protoonkogene (c-fos und c-jun) in adhärenten epithelialen Karzinomzel-
len (A431) verringert und die zugrunde liegende Proteinkinase C (PKC)-vermittelte Sig-
naltransduktion beeinflusst. Zudem verstärkt Mikrogravitation die durch EGF induzierten 
Abrundungsvorgänge in diesen Zellen (Rijken et al. 1991). Dermale Fibroblasten reagieren 
auf den Einfluss von Mikrogravitation mit einer Zunahme der Kollagen-Synthese (Seitzer et 
al. 1995). 
Auch Hypergravitation verursacht Veränderungen in Zellen der Haut und der Knochen. 
Menschliche Osteoblasten (hOB) zeigen unter Hypergravitation von 13xg eine signifikante 
Erhöhung der Kollagensynthese. Diese scheint durch den mitogen-aktivierte Proteinkinase 
(MAP-Kinase)-Signaltransduktionsweg vermittelt zu sein (Gebken et al. 1999). 
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Kultivierte humane Fibroblasten hingegen zeigen unter Hypergravitationsbedingungen bis 
10xg eine Abnahme der Kollagensynthese (Seitzer et al. 1995). Ab einer Beschleunigung von 
15xg bis zu 20xg findet man in diesen Zellen auch morphologische Veränderungen. Diese 
sind auf Umlagerungen im Fibronectin-Netzwerk und in der extrazellulären Matrix zurückzu-
führen. Es kommt dabei allerdings nicht zu einer Veränderung der Proliferation (Croute et al. 
1995).   
Untersuchungen zur Wirkung von Hypergravitation auf Immunzellen haben gezeigt, dass T-
Zellen, die aktiviert und unter Hypergravitationsbedingungen kultiviert wurden, schneller be-
weglich wurden als solche, die unter 1xg-Bedingungen kultiviert wurden (Galimberti et al. 
2006). 
1.1.3.1 Mechanosensitivität von Melanozyten 
Die Zellen der Epidermis sind, neben der Einwirkung von Strahlung, auch ständigen äußeren 
und inneren mechanischen Reizen ausgesetzt. Sie erfahren mechanische Kräfte aus Muskel-
kontraktionen, Wachstumsprozessen oder auch durch die umgebenden Keratinozyten. Gerade 
die Melanozyten sind aufgrund ihrer dendritischen Morphologie besonders empfänglich für 
mechanische Kräfte wie Dehnung oder Druck. Wie auch andere epidermale Zellen nehmen 
sie Veränderungen der Zellform war und setzen sie in unterschiedliche biochemische Signale 
um (Kippenberger et al. 1999). In einem in vitro-Modell reagierten normale humane Melano-
zyten auf mechanischen Druck mit einer verstärkten Melanin-Synthese, während Keratinozy-
ten auf den gleichen Stimulus mit der Expression keratinozytenspezifischer Differenzie-
rungsmarker reagierten. Dehnung ruft in beiden Zelllinien einen Anstieg der Proliferation 
hervor (Görmar et al. 1990). Dass mechanische Dehnung und Druck unterschiedliche zellu-
läre Antworten provozieren, lässt vermuten, dass unterschiedliche Signalkaskaden angespro-
chen werden (Kippenberger et al. 1999, 2000a, b, Takei et al. 1997). Es konnte gezeigt wer-
den, dass Dehnung die Familie der MAP-Kinasen aktiviert und sowohl die Signaltransduktion 
via  ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) als auch die via Stress-aktivierter 
SAPK/JN-Kinase (stress activated protein kinase/cJUN NH2-terminale kinase) angesprochen 
werden (Kippenberger et al. 2000a, b). 
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1.1.3.2 Gravisensitivität von Melanozyten  
Die Fähigkeit von Melanozyten, mechanische Veränderungen wahrzunehmen und in bioche-
mische Signale umzusetzen, spricht dafür, dass sie auch auf Veränderungen der Schwerkraft 
reagieren. Untersuchungen bezüglich der zellulären Antwort von Melanozyten auf die 
Schwerkraft und deren Veränderungen, die gerade hinsichtlich der malignen Transformation 
bedeutend sind, sind bisher jedoch selten.  
Den Einfluss von Hypergravitation auf Signaltransduktionsmechanismen untersuchten Iva-
nova et al. 2004 in normalen humanen Melanozyten und Melanomzellen mit unterschiedli-
chem Metastasierungspotential. Diese Studie galt insbesondere dem sekundären Botenstoff 
cGMP. Die Untersuchungen zeigten, dass Langzeit-Hypergravitation (24 h) unter der Bedin-
gung einer erhöhten intrazellulären cGMP-Konzentration einen Effekt auf den cGMP-Efflux 
in humanen Melanozyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen hat, während metastasie-
rende und hochmetastasierende Melanomzellen sich als unempfindlich gegenüber der Be-
schleunigung erwiesen. Da der Export von cGMP durch hochselektive Inhibitoren der mul-
tidrug resistance proteins (MRP) gehemmt werden konnte, wird angenommen, dass Mitglie-
der dieser Transporter-Familie, sehr wahrscheinlich MRP 4 und 5, den cGMP-Export unter 
Hypergravitationsbedingungen vermitteln (siehe auch 1.2.3.1). 
1.2 Die NO/cGMP-Signalkaskade 
Das Signalmolekül cGMP vermittelt viele der durch NO in den verschiedenen Zellen ausge-
lösten Effekte. Durch die Bindung des gasförmigen Stickstoffmonoxids an die Guanylyl-
Zyklase synthetisiert diese aus Guanosintriphosphat (GTP) den sekundären Botenstoff cGMP. 
1.2.1 Stickstoffmonoxid (NO) 
Stickstoffmonoxid kann in fast jeder Zelle des Körpers gebildet werden. Es steuert in den 
verschiedenen Geweben eine Vielzahl physiologischer und auch pathophysiologischer Funk-
tionen und ist mithin von hoher Bedeutung. Diese Vielfalt von Wirkorten und -weisen ergibt 
sich z. B. aus den verschiedenen Redoxzuständen (Nitrosylkation, Nitroxylanion, NO-Radi-
kal), in denen das Molekül vorkommen kann, und den hierdurch bedingten differenten Eigen-
schaften und Reaktivitäten (Stamler et al. 1993). 
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Seine Bedeutung als physiologisches Signalmolekül wurde im Jahr 1987 entdeckt, als die 
Untersuchungen von Ignarro et al. und Palmer et al. gezeigt haben, dass das endogen freige-
setzte NO mit dem bis zu diesem Zeitpunkt als EDRF (endothelium-derived relaxing factor) 
bekannten Stoff identisch ist, der aus dem Endothel der Blutgefäße freigesetzt wird und ge-
fäßerweiternde Eigenschaften hat (Furchgott and Zawadzki 1980). Die Untersuchungen von 
Ferid Murad, Louis J. Ignarro und Robert Furchgott zur Bedeutung von Stickstoffmonoxid als 
Signalmolekül des kardiovaskulären Systems sind Meilensteine auf dem Gebiet der NO-For-
schung und wurden 1998 mit dem Nobelpreis für Medizin und Physiologie ausgezeichnet. 
Neben der vasodilatierenden Funktion von NO ist es als Signalmolekül an der Neurotransmis-
sion (Garthwaite et al. 1988, Bredt and Snyder 1989, Moncada et al. 1991b, Schmidt and 
Walter 1994), der Inhibierung der Thrombozytenaggregation (Nishikawa et al. 1982, Gerzer 
et al. 1989, Ivanova et al. 1993) und der Zellproliferation beteiligt. Außerdem wurde eine 
Funktion von NO bei der Makrophagen-vermittelten Immunantwort festgestellt (Nathan and 
Hibbs 1991). NO ist aber auch eine potentiell toxische Substanz und an pathophysiologischen 
Abläufen wie Entzündungsprozessen (Schmidt and Walter 1994), Immunantworten (Bogdan 
C. 2001), der Entwicklung von Krebs und der Apoptose beteiligt. Seine Rolle bei apoptoti-
schen Vorgängen wird jedoch kontrovers diskutiert (Brune et al. 1999, Liu et al. 1999).  
Welche Rolle Stickstoffmonoxid an den einzelnen Wirkorten spielt, ist von verschiedenen 
Faktoren abhängig. Da es ein ungeladenes Gasmolekül ist, das leicht diffundiert, agiert es 
nicht im klassischen Sinne über den Ligand-Rezeptor-Mechanismus. Seine Zellspezifität und 
Wirkweise hängen von seiner Konzentration, seiner Reaktivität, der Umgebung der Zielzelle 
und deren genetischem Programm ab (Coleman J.W. 2001). 
Hinsichtlich der hier vorgelegten Untersuchungen an melanozytären Zellen ist seine Beteili-
gung an der Signaltransduktion unter Hypergravitationsbedingungen und in der Entwicklung 
von Hautkrebs und anderen Hautkrankheiten (Ivanova et al. 1997, 2001, 2005, Bruch-Gerharz 
et al. 1998) besonders interessant. 
1.2.1.1 Biosynthese von Stickstoffmonoxid 
Die endogene Bildung von NO wird von der Enzymfamilie der NO-Synthasen (NOS) kataly-
siert. Dabei wird, mit Sauerstoff und reduziertem Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 
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(NADPH) als Ko-Substraten, der terminale Stickstoff der Guanidinogruppe der Aminoäure L-
Arginin oxidiert, wodurch über das Zwischenprodukt N-hydroxy-L-Arginin je ein Molekül 
NO und Citrullin entsteht (Knowles et al. 1989, Mayer et al. 1989, Bredt and Snyder 1990, 
Moncada et al. 1991a).  
 
Ob es sich um D- oder L-Citrullin handelt, wurde bisher nicht konkret publiziert. Allgemeine 
Annahme ist, dass es sich um L-Citrullin handelt (Alderton et al. 2001). Neben der enzymati-
schen Synthese von NO wird auch eine nichtenzymatische NO-Entstehung diskutiert (Weller 
et al. 1996). 
Bisher sind drei Isoformen der NO-Synthase identifiziert und zunächst anhand der Gewebe, 
aus denen sie isoliert wurden, benannt worden: die neuronale NOS (nNOS oder NOS I), die 
endotheliale NOS (eNOS oder NOS III) und die induzierbare NOS (iNOS oder NOS II). Al-
len Isoformen ist die beschriebene Form der NO-Synthese eigen, die Struktur der zugrunde 
liegenden Gene für die Isoformen ist sehr ähnlich (Xu et al. 1994) und alle drei sind 
Homodimere, deren katalytische Einheiten, eine N-terminale Oxygenase- und eine C-
terminale Reduktase-Domäne, ebenfalls sehr ähnlich sind (Alderton et al. 2001). Alle NOS-
Isoformen sind Calmodulin- und Kalzium (Ca2+)-abhängig (Bredt and Snyder 1990). Der 
Bindung von Calmodulin wird zugeschrieben, dass es die Elektronentransfer-Rate von 
NADPH auf die Reduktase-Domäne erhöht (Gachhui et al. 1996, 1998). In ihrer Ca2+-
Abhängigkeit unterscheiden sich die drei Isoformen allerdings voneinander. Zur Bindung von 
Calmodulin und der damit verbundenen Aktivierung der nNOS und eNOS ist eine größere 
Kalziumkonzentration nötig als zur Aktivierung der induzierbaren NOS, die Ca2+-unabhängig 
ist bzw. bereits in Gegenwart einer sehr geringen Kalziumkonzentration Calmodulin bindet 
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und dadurch aktiviert wird. Weitere Unterscheidungsmerkmale neben der 
Kalziumabhängigkeit und dem hauptsächlichen Vorkommen in bestimmten Zellen und 
Geweben sind die Regulation der Enzymaktivität sowie Dauer und Amplitude der NO-
Synthese durch die drei Isoformen der NOS. So sind die eNOS und nNOS konstitutiv 
exprimierte Enzyme, die dauerhaft präsent sind und auf die Veränderung der Kal-
ziumkonzentration z. B. durch ein Acetylcholin-vermitteltes endotheliales Rezeptorsignal 
oder ein ankommendes Aktionspotential an einer freien Nervenendigung hin zur NO-Syn-
these aktiviert werden. Die Aktivierung dieser Enzyme passiert schnell und gemäß der Kine-
tik des Kalziumsignals. Die Expression der iNOS hingegen wird durch bakterielle Lipopoly-
saccharide (LPS) oder Zytokine wie γ-Interferon, Interleukin-1, 2 und 6 oder TNF-α induziert 
(Stuehr et al. 1985, 1987, Bredt and Snyder 1994, Nathan and Xie 1994). Bei der induzierba-
ren Isoform vergeht zwischen Aktivierung und NO-Synthese eine längere Zeitspanne, die der 
notwendigen Zeitspanne zur mRNA- und Protein-Synthese entspricht. Einmal aktiviert, pro-
duziert die iNOS wesentlich höhere NO-Konzentrationen, welche eher im nano- denn im pi-
comolaren Bereich liegen. Dieses Synthese-Level kann für Stunden, Tage oder länger auf-
rechterhalten werden (Coleman J.W. 2001). Neben den drei bekannten Isoformen werden 
noch weitere NOS-Varianten diskutiert: eine Mitochondrien-assoziierte Form (mNOS) (Bates 
et al. 1995, 1996, Kobzik et al. 1995) und eine Osteoarthritis-spezifische, in Chondrozyten 
lokalisierte NOS (Amin et al. 1995). Deren Existenz bleibt aber umstritten und soll hier nicht 
weiter diskutiert werden. 
1.2.1.2 Stickstoffmonoxid-Produktion in epidermalen Zellen 
In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte von Hypergravitation in NO-stimulierten humanen 
melanozytären Zellen anhand eines in vitro-Modells untersucht. Die NO-Konzentration wurde 
dabei durch die Gabe von NO-Donoren von außen erhöht. In vivo ist aber die NO-Konzentra-
tion in den Zellen der Haut geprägt von der Aktivität der NOS-Familie, denn Stickstoffmono-
xid ist auch in der epidermalen Signaltransduktion ein durchaus verbreitetes Signalmolekül 
(Weller R. 1997, Bruch-Gerharz et al. 1998, Weller R. 2003). Epidermale Zellen wie Kerati-
nozyten, Melanozyten, Langerhans-Zellen und Fibroblasten exprimieren verschiedene Iso-
formen der NOS. In humanen Keratinozyten beispielsweise findet man alle drei Isoformen 
der NOS (Baudouin and Tachon 1996, Sakai et al. 1996, Shimizu et al. 1997, Sirsjo et al. 
1996, DeGeorge et al. 1997). Melanozyten exprimieren die neuronale NOS (Ivanova et al. 
Einleitung 
 - 11 - 
1997, Romero-Graillet et al. 1996). In Langerhans-Zellen und dermalen Fibroblasten findet 
man nur die induzierbare NOS (Wang et al. 1996, Qureshi et al. 1996, Bruch-Gerharz et al. 
1996). 
Seine physiologische und pathophysiologische Wirkung vermittelt NO in der Haut und in 
anderen Geweben über intrazelluläre Botenstoffe wie cGMP (siehe Abschnitt 1.3). Allerdings 
werden auch cGMP-unabhängige NO-Effekte diskutiert (Gupta et al. 1994, Bolotina et al. 
1994). 
1.2.1.3 NO-Donoren 
NO-Donoren sind pharmakologisch aktive Substanzen, die nach ihrer Metabolisierung im 
Organismus Stickstoffmonoxid freisetzen. Grundsätzlich unterscheidet man organische Ni-
trate und nicht-nitratartige NO-Donoren. Zu den organischen Nitraten gehört z. B. das Nitro-
glycerin, das seit mehr als hundert Jahren Anwendung in der Therapie von Angina pectoris 
findet. Die Freisetzung von NO aus diesen Substanzen ist ein reduktiver enzymatischer Pro-
zess, der die Beteiligung bestimmter Biomoleküle erfordert. Sie werden daher als „pro-drugs“ 
bezeichnet, weil sie ihre pharmakologische Wirksamkeit erst nach Umsetzung in NO und ihre 
eigenen verschiedenen Metabolite entfalten. 
Im Unterschied dazu setzen die nicht-nitratartigen NO-Donoren in wässriger Lösung spontan 
NO frei. Zu den nicht-nitratartigen NO-Donoren, die klinische Anwendung als vasodilatori-
sche Substanz finden, gehört auch 3-Morpholino-sydnonimin (SIN-1). Dieser Molsidomin-
metabolit setzt in Gegenwart von molekularem Sauerstoff spontan NO und Superoxid in 
äquimolaren Mengen frei (Feelisch et al. 1989), die miteinander weiter zu Peroxinitriten rea-
gieren können. In biologischen Systemen und Zellkulturen, also in Gegenwart von weiteren 
Elektronenakzeptoren außer Sauerstoff, wirkt SIN-1 überwiegend als NO-Donor (Beckman 
and Koppenol 1996). Die Kinetik der Freisetzung von NO aus SIN-1 ist nicht linear mit der 
Zeit, sie steigt mit zunehmender SIN-1-Konzentration (Feelisch et al. 1989). 
Abbildung 1.2 zeigt den Mechanismus der NO-Freisetzung aus SIN-1, deren erster Schritt 
eine Hydroxid-Ionen-abhängige Ringöffnung ist, bei der die A-Form (SIN-1 A) entsteht. 
Diese Reaktion läuft bereits in pH-neutraler Lösung schnell ab. In Anwesenheit von moleku-
larem Sauerstoff wird NO von dieser A-Form oxidativ abgespalten, wobei die C-Form ent-
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steht (Bohn and Schonafinger 1989). Die Halbwertszeit von SIN-1 liegt in Abhängigkeit von 
pH-Wert und Temperatur bei ca. 35 Minuten. 
 
Neben SIN-1 stehen zur experimentellen Generierung von NO die 1-substituierten Diazen-1-
ium-1,2-diolate (NONOate) zur Verfügung. Es handelt sich dabei um stabile, in wässriger 
Lösung sehr gut lösliche Substanzen, deren besonderes Kennzeichen eine anionische N2O2-
Gruppe ist, die im Komplex mit einem nukleophilen Rest vorliegt (Morley et al. 1993, Morley 
and Keefer 1993). Die Abspaltung von zwei Molekülen NO erfolgt spontan und ohne zusätz-
liche enzymatische oder Redoxreaktionen. Je nach Art des Nukleophils, des pH-Wertes und 
der Temperatur des Lösungsmittels haben diese NO-Donoren unterschiedliche, sehr zuverläs-
sige Halbwertszeiten, die zwischen 2 Sekunden und 20 Stunden liegen (Keefer L.K. 2005). 
Der NO-Gehalt eines NONOate erreicht je nach Molekulargewicht bis zu 40%. Die Möglich-
keit der kontinuierlichen und kontrollierten Freisetzung von NO, ohne dass weitere cytotoxi-
sche Nebenprodukte entstehen, macht die NONOate zu einem sehr interessanten Werkzeug 
für die Forschung an NO-vermittelten Mechanismen.  
In der vorliegenden Arbeit wurden die NONOate (Z)-1-[2-(2-aminoethyl-N-(2-ammonio-
ethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat (DETA/NO) und (Z)-1-[N-(3-ammoniopropyl)-N-(n-
propyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat (PAPA/NO) verwendet. Der Langzeit-NO-Donor  
DETA/NO hat eine Halbwertszeit von ≥ 500 Minuten (37°C, pH 7,4 Phosphat Puffer 
(PBS(-)), während PAPA/NO unter entsprechenden Bedingungen eine Halbwertszeit von ~ 15 
von 30 Minuten hat. 
Den Diazeniumdiolaten wie auch dem nicht-nitratartigen NO-Donor SIN-1 ist die Freisetzung 
von NO gemeinsam und damit die Induktion von NO-vermittelten Signalkaskaden, an deren 
Anfang die Aktivierung der löslichen Guanylyl-Zyklase steht, die aus Guanosintriphosphat 
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(GTP) den sekundären Botenstoff (cGMP) synthetisiert. In Abbildung 1.3 sind die Struktur-
formeln der NO-Donoren schematisch dargestellt. 
 
1.2.2 Biosynthese von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)  
Der sekundäre Botenstoff cGMP ist ob seiner Funktion als Vermittler zwischen extrazellulä-
ren Signalen und intrazellulären Prozessen ein sehr wichtiges Signalmolekül. Es ist an vielen 
verschiedenen Regulationsmechanismen und Signalkaskaden beteiligt und spielt in der Phy-
siologie eine wichtige Rolle. Zu den vielfältigen cGMP-vermittelten Effekten zählen z. B. die 
Relaxation der glatten Muskulatur der Blutgefäße und die Inhibierung der Thrombozyten-
aggregation. Außerdem ist cGMP an der retinalen Phototransduktion beteiligt, spielt eine 
Rolle bei der neuronalen Transmission und ist in die Melanogenese involviert.  
Seine Signalwirkung vermittelt cGMP hauptsächlich durch die Aktivierung cGMP-abhängi-
ger Proteinkinasen (PKG) und cGMP-abhängiger Ionenkanäle (Lucas et al. 2000). Die Syn-
these von cGMP wird von der Familie der Guanylyl-Zyklasen (GC) katalysiert. Die Enzyme 
katalysieren dabei unter Abspaltung von Diphosphat in einer Ein-Schritt-Reaktion die Zykli-
sierung des Guanosintriphosphates zu zyklischem Guanosinmonophosphat. Die Guanylyl-
Zyklasen stellen eine Familie eng verwandter Enzyme dar, die anhand ihrer strukturellen Be-
schaffenheit und der Art ihrer Liganden charakterisiert werden können (Garbers et al. 1992, 
Koesling et al. 1999). So werden die bisher bekannten Enzyme entweder der Gruppe der lös-
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lichen Guanylyl-Zyklasen (sGC) oder der membrangebundenen Guanylyl-Zyklasen (pGC) 
zugeordnet.  
1.2.2.1 Lösliche Guanylyl-Zyklase 
Die lösliche Form der Guanylyl-Zyklase (sGC) ist ein zytosolisches Protein, das man in fast 
allen Zellen des Säugetierorganismus’ findet. Besonders stark wird sie in Nieren-, Hirn- und 
Lungengewebe exprimiert (Gerzer et al. 1981a, Koesling et al. 1988, Giuili et al. 1992). Erst-
malig gelang es Gerzer et al. 1981a ein NO-sensitives Enzym zu isolieren und zu zeigen, dass 
das Enzym eine prostethische Hämgruppe hat, welche die Bindungsstelle für NO darstellt. 
Die sGC, die zunächst aus Gewebe der Rinder- bzw. der Rattenlunge isoliert wurde, ist ein 
Heterodimer aus einer α- und einer β-Untereinheit (Garbers et al. 1979, Kamisaki et al. 1986, 
Humbert et al. 1990). Von jeder Untereinheit existieren derzeit mehrere Isoformen, die als α1, 
α2 und α3 bzw. β1, β2 und β3 bezeichnet werden. Die α1-Untereinheit des Rinderlungenen-
zyms hat ein Molekulargewicht von 73 kDa (Koesling et al. 1990), die β1-Untereinheit eines 
von 70 kDa (Koesling et al. 1988). Die am meisten verbreitete Variante ist ein α1/β1-Hetero-
dimer, der in Säugetiergewebe ubiquitär vorkommt, allerdings gewebespezifisch unterschied-
lich stark exprimiert wird (Nakane et al. 1990, Budworth et al. 1999). Die α2-Untereinheit ist 
weniger verbreitet, sie wurde aus Gewebe des humanen fötalen Gehirns (Harteneck et al. 
1991) und der Niere (Yuen et al. 1990) isoliert. Die β2-Untereinheit wurde bisher nur im Ge-
webe von Magentumoren gefunden, weshalb angenommen wird, dass sie in Zusammenhang 
mit der Tumorgenese steht (Behrends et al. 2000). Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, 
dass die β2-Untereinheit Homodimere bilden kann, die aber kaum sensitiv für NO sind 
(Koglin et al. 2001). Die Untereinheiten α3 und β3 der humanen sGC wurden aus Hirngewebe 
erwachsener Individuen kloniert und stellen eher humane Varianten der α1 und β1-Formen 
dar, als eigene Isoformen (Friebe and Koesling 2003).  
Jede Untereinheit des Enzyms hat eine bestimmte Struktur, die die Funktion determiniert. 
Abbildung 1.4 zeigt eine schematische Darstellung der löslichen Guanylyl-Zyklase. 
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Im regulatorischen N-terminalen Bereich besitzt jede Untereinheit eine prosthetische 
Hämgruppe mit Eisen als Zentralatom, das mit der Aminosäure Histidin (His-105) der β1-
Untereinheit assoziiert ist (Stone and Marletta 1994). Dieser Komplex stellt die Bindungs-
stelle für Stickstoffmonoxid dar und vermittelt die Sensitivität des Enzyms gegenüber Stick-
stoffmonoxid (Gerzer et al. 1982, Ignarro et al. 1982a, Ignarro L.J. 1990).  
Der C-Terminus trägt die Domäne, die die Bildung von cGMP aus GTP katalysiert (Koesling 
D. 1999) und mit der der membrangebundenen Guanylyl-Zyklase identisch ist (Thorpe and 
Garbers 1989, Chinkers and Garbers 1989). Um die Bildung von cGMP aus GTP zu kataly-
sieren, bedarf es des Heterodimers der sGC, da nur die dimere Form katalytische Aktivität hat 
und GTP zu cGMP umsetzen kann. Erst kürzlich konnten die katalytischen Domänen der sGC 
isoliert und charakterisiert werden. In diesen Untersuchungen von Winger und Marletta 2005 
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ergaben sich Hinweise darauf, dass es bei der Regulation der Aktivität der Zyklase-Domäne 
zu Interaktionen zwischen der N-terminalen und der C-terminalen Domäne kommt.  
N- und C-Terminus sind durch eine Dimerisierungs-Domäne verbunden, die keine eigene 
Funktion besitzt (Wilson and Chinkers 1995). Obwohl beide Untereinheiten eine katalytische 
Domäne haben, zeigt sich eine basale wie auch eine NO-vermittelte Enzymaktivität nur im 
dimeren Holoenzym (Foerster et al. 1996).  
Als Aktivator für die sGC dient nur die ungeladene Form von NO, die durch Bindung an die 
Häm-Gruppe die Enzymaktivität auslöst (Gerzer et al. 1981b, 1989, Waldman and Murad 
1987, Ignarro et al. 1982b, Ignarro L.J. 1991). Als Mechanismus der Aktivierung wird ange-
nommen, dass NO an das Eisen-Atom des Häm-Komplexes bindet, wodurch eine Übergangs-
form entsteht, in der das Eisen sowohl mit NO als auch mit His-105 assoziiert ist. Die Tren-
nung der Bindung zwischen Eisen und der Aminosäure führt zu einer Konformationsänderung 
im Protein und damit zu einer 200 - 400fachen Stimulierung der Enzymaktivität (Ignarro et 
al. 1982b, Wedel et al. 1994, Stone and Marletta 1994). Bisher wurde angenommen, dass die 
Entstehung der Übergangsform, wie auch die Konformationsänderung, die zur Aktivierung 
führt, nur von der NO-Bindung abhängig ist. Spektraluntersuchungen zum Aktivie-
rungsmechanismus deuten an, dass der NO-Häm-Komplex im aktivierten Enzym in zwei 
Schritten entsteht. Zuerst bindet NO an das Eisenatom des Häm-Komplexes und bildet die 
Übergangsform, in der Eisen auch mit His-105 assoziiert ist (Zhao et al. 1999). Als zweites 
dissoziiert His-105 vom Eisen-Atom, diese Dissoziation scheint erstaunlicherweise ebenfalls 
NO-abhängig zu sein, da sie durch ein weiteres NO-Molekül beschleunigt wird. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass es eine zweite Bindungsstelle für NO im Häm-Komplex der sGC 
gibt, die die Kinetik der Bildung des NO-Häm-Komplexes vermittelt (Stone and Marletta 
1996, Zhao et al. 1999, Makino et al. 1999), so dass NO einmal als Ligand und im zweiten 
Schritt als Katalysator agiert (Ballou et al. 2002, Cary et al. 2006). 
Als Mechanismus zur Deaktivierung wurde bisher die Dissoziation von NO aus dem Häm-
Komplex angenommen. Da die Werte, die für die Dauer der Deaktivierung gemessen wurden, 
stark variieren (Kharitonov et al. 1997a, b) und in vivo-Untersuchungen gezeigt haben, dass 
die sGC deaktiviert wird, sobald die NO-Konzentration sinkt (Bellamy et al. 2000, Bellamy 
and Garthwaite 2001), scheint der Deaktivierung der sGC ein komplexerer Mechanismus 
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zugrunde zu liegen. Dafür sprechen auch die Ergebnisse von Russwurm und Koesling 2004 
und Cary et al. 2005, die unabhängig voneinander eine sGC-Spezies von sehr geringer Akti-
vität isolierten, in der NO noch an den Häm-Komplex gebunden war. Für die Deaktivierung 
der sGC und die Dissoziation des NO vom Häm-Komplex wird auch eine Rolle von GTP und 
ATP bzw. ein Zusammenwirken beider Nukleotide bei der Deaktivierung der sGC diskutiert 
(Russwurm and Koesling 2004, Cary et al. 2005) und in Zusammenhang damit eine allosteri-
sche Nukleotid-Bindungsstelle innerhalb der sGC vermutet (Chang et al. 2005, Lamothe et al. 
2004). 
Neben der Aktivierung durch NO kann die cGMP-Synthese durch die lösliche GC auch direkt 
und unabhängig von NO aktiviert werden (Ko et al. 1994, Stasch et al. 2001). Der erste exo-
gene Stimulator mit diesem Effekt war YC-1 (3-(5'-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzylinda-
zol), der von Ko et al. 1994 entwickelt wurde. Diese Substanz löste in in vitro-Experimenten 
durch eine direkte Erhöhung der cGMP-Konzentration die Relaxation der glatten Gefäßmus-
kulatur (Wegener et al. 1997), eine Senkung des Blutdruckes (Rothermund et al. 2000) und 
die Hemmung der Thrombozytenaggregation in vitro (Wu et al. 1995, 1997) und in vivo 
(Teng et al. 1997) aus. YC-1 und NO gemeinsam verabreicht, steigern die intrazelluläre 
cGMP-Konzentration (Friebe et al. 1998) wie auch die Aktivität der sGC (Hoenicka et al. 
1999). Zusätzlich wird auch ein Effekt von YC-1 auf die Inhibierung der Phosphodiesterasen 
beschrieben (Galle et al. 1999). Der Wirkmechanismus von YC-1 ist noch nicht vollständig 
geklärt. Die Ergebnisse von Friebe und Koesling 1998 deuten darauf hin, dass YC-1 an einer 
allosterischen Bindungsstelle der sGC angreift und die Dissoziationsgeschwindigkeit der Li-
ganden aus dem Häm-Komplex verringert. 
Inzwischen wurden weitere NO-unabhängige Aktivatoren der sGC entwickelt. Diese hetero-
zyklischen Verbindungen (BAY 41-2272, BAY 41-8543 und BAY 58-2667) haben ein stär-
keres Aktivierungspotential als YC-1 und scheinen sich in ihren Wirkmechanismen von YC-1 
zu unterscheiden (Stasch et al. 2002 a, b und c, Straub et al. 2001). 
1.2.2.2 Membrangebundene Guanylyl-Zyklase 
Die partikulären Guanylyl-Zyklasen (pGCs) sind membrangebundene Rezeptormoleküle, die 
durch Bindung von Liganden an ihre extrazelluläre Domäne aktiviert werden. Bisher sind 
sieben Isoformen bekannt (GC-A – GC-G), wobei die Funktionen nur für die drei Isoformen 
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GC-A, -B und -C aufgeklärt sind. Die GC-A wird in verschiedenen Geweben exprimiert, man 
findet sie z. B. im Nieren-, Herz- und Milzgewebe. Die GC-B kommt in Fibroblasten vor und 
die GC-C wird im Epithel des Darmes exprimiert (Kuhn M. 2003). Allen Isoformen liegt eine 
einheitliche Struktur zugrunde. Sie sind durch eine kurze hydrophobe Transmembransequenz 
in der Zellmembran verankert und tragen am extrazellulär befindlichen N-Terminus eine Do-
mäne, an die Liganden binden können. Der intrazelluläre, cytoplasmatische Teil besteht aus 
einer im Ruhezustand phosphorylierten Protein-Kinase-homologen Domäne, einer scharnier-
artigen Domäne und einer C-terminalen, Guanylyl-Zyklase-homologen katalytischen Domäne 
(Wilson and Chinkers 1995, Chinkers and Garbers 1989). Dass alle Isoformen eine extrazel-
luläre Domäne aufweisen, legt die Vermutung nahe, dass sie alle als Rezeptoren für Liganden 
fungieren. Bisher wurden aber nur für die GC-A, -B und -C solche Liganden identifiziert. 
Dabei handelt es sich um natriuretische Peptide (NP), Guanylin, Uroguanylin und um das 
Enterotoxin von E.coli. Die natriuretischen Peptide sind eine Familie von Hormonen, zu 
denen ANP (atrial natriuretic peptide), BNP (brain natriuretic peptide), CNP (C-type 
natriuretic peptide) und Urodilatin gehören. 
Die Synthese von cGMP wird bei GC-A durch die Bindung von ANP und BNP stimuliert 
(Chinkers and Garbers 1989, Lowe et al. 1992). Ligand der GC-B ist CNP (Schultz et al. 
1998, Koller et al. 1991). Die GC-C wird durch das hitzestabile bakterielle Enterotoxin von E. 
coli (Schulz et al. 1990) und die endogenen Peptide Guanylin (Currie et al. 1992) und Urogu-
anylin (Hamra et al. 1993, Garbers and Lowe 1994) aktiviert. Wie die Bindung des Liganden 
an die extrazelluläre Domäne der pGC erfolgt, ist noch nicht genau bekannt; Glykosylierung 
scheint aber eine Rolle beim Bindungsmechanismus zu spielen (Lowe and Fendly 1992). Die 
Information über die Bindung des Liganden wird durch die Plasmamembran hindurch in eine 
Konformationsänderung der Kinase-Domäne übersetzt, die in der Bindung von ATP an diese 
Domäne resultiert. Die Bindung von ATP bzw. die daraus resultierende Konformationsände-
rung aktiviert die katalytische Domäne und damit die Produktion von cGMP aus GTP. Die 
Assoziation von ATP an die Kinase-Domäne reduziert auch die Affinität zwischen extrazel-
lulärer Domäne und Liganden und induziert die Dephosphorylierung der Kinase-Domäne, 
was wiederum zur Dissoziation von ATP und damit zur Rückkehr in den Ruhezustand führt 
(Lucas et al. 2000). 
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1.2.3 cGMP-Abbau 
Der Abbau von zyklischen Nukleotiden wird über Phosphodiesterasen (PDE) vermittelt. Ihre 
Aufgabe ist die spezifische Inaktivierung von zyklischen Nukleotiden durch Hydrolyse der 
3’-Phosphoester-Bindung, wodurch die entsprechenden 5’-Monophosphate entstehen. Damit 
spielen sie eine wichtige Rolle in der Modulation der Signaltransduktion durch sekundäre 
Botenstoffe.  
Derzeit sind in Säugetiergewebe 11 verschiedene PDE-Familien bekannt, die große struktu-
relle Ähnlichkeiten aufweisen, sich aber in ihren Regulationsmechanismen, Reaktionskinetik, 
Gewebsverteilung, Sensitivität gegenüber Inhibitoren und Substratspezifität für die zyklischen 
Nukleotide unterscheiden (Beavo and Conti 1994, Soderling and Beavo 2000, Francis et al. 
2001). So sind die PDE 4, 7 und 8 als spezifisch für den Abbau von cAMP charakterisiert, 
PDE 5, 6 und 9 für cGMP und PDE 1, 2, 3, 10 und 11 für den Abbau beider Nukleotide 
(Matsumoto et al. 2003). Allen PDEs ist eine homodimere Grundstruktur gemein, in deren N-
terminalem Bereich sich eine regulatorische Domäne befindet, während die katalytische 
Domäne im Carboxy-terminalen Bereich liegt. Amino- und Carboxy-Terminus sind über eine 
s. g. Scharnierregion miteinander verbunden (Conti et al. 1991). 
Die Spezifität für die Hydrolyse von cGMP wird durch eine spezifische allosterische Bin-
dungsstelle für cGMP in der regulatorischen Domäne der PDEs 5, 6 und 9 vermittelt. Die 
katalytische Domäne dieser PDE-Isoformen weist jeweils unterschiedliche Substratspezifität 
auf.  
Die für cGMP hochspezifische PDE 5 wurde zuerst aus Lungengewebe isoliert (Lincoln et al. 
1976). Sie weist in jeder Untereinheit des Dimers in der N-terminalen, regulatorischen Do-
mäne zwei allosterische Bindungsstellen, von denen mindestens eine spezifisch cGMP bindet 
(McAllister-Lucas et al. 1993), und eine Phosphorylierungsstelle (Ser102) auf (Thomas et al. 
1990). Carboxy-terminal in der katalytischen Domäne befinden sich eine cGMP-katalytische 
Bindungsstelle und zwei Zn2+-Bindungsmotive (Corbin et al. 2000, Gibson A. 2001). Das 
cGMP bindet an die katalytische Domäne des Enzyms, ruft eine Konformationsänderung 
(Francis et al. 1998) hervor und wird hydrolysiert. Die Kinetik dieser Reaktion ist zum einen 
von der cGMP-Konzentration und zum anderen auch durch die Verfügbarkeit divalenter Ka-
tionen, wie Zn2+ im Falle der PDE 5, bestimmt (Srivastava et al. 1995). Die Interaktion von 
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cGMP mit der katalytischen Domäne stimuliert gleichzeitig die Bindung von cGMP an die 
allosterischen Bindungsstellen im N-terminalen Bereich des Enzyms (Francis et al. 1980, 
Thomas et al. 1990). Dort führt die Bindung von cGMP wahrscheinlich ebenfalls aufgrund 
einer Konformationsänderung dazu, dass die Phosphorylierungsstelle (Ser102) so exponiert 
wird, dass sie von einer cGMP-abhängigen Proteinkinase (PKG, PKA) phosphoryliert wird 
und dadurch die Aktivität der PDE 5 zusätzlich verstärkt. Die Bedeutung dieser negativen 
Rückkopplung ist allerdings noch nicht eindeutig aufgeklärt (Corbin et al. 2000). 
Da die Regulation der intrazellulären cGMP-Konzentration durch PDEs in Signaltransdukti-
onsprozessen verschiedenster Bereiche (Muskelrelaxation, T-Zell-Aktivierung, Thrombozy-
tenaggregation, visuelle Signalkaskade) eine Rolle spielt, ist die Aufklärung der Mechanis-
men der PDEs auch und gerade unter medizinisch-therapeutischen Gesichtspunkten ins Zen-
trum der Forschung geraten. Einen wesentlichen Teil trug dabei die Entdeckung von Rall und 
Sutherland 1958 bei, dass es sich bei Koffein um einen Inhibitor für den cAMP-Abbau in der 
Leber und damit um einen PDE-Inhibitor handelt. Seitdem sind die verschiedensten natürli-
chen und synthetischen nicht-selektiven PDE-Inhibitoren entdeckt bzw. hergestellt worden. 
Zu diesen nicht-selektiven Substanzen gehören z. B. 3-Isobutyl-1-methyl-xanthin (IBMX), 
Rolipam und Theophyllin. Mit der Herstellung hochselektiver PDE-Inhibitoren gelang ein 
weiterer großer Fortschritt. Zu diesen Substanzen gehören Sildenafil, Vardenafil und Tadalafil 
sowie Zaprinast und Trequinsin. Diese Substanzklasse eignet sich zur Behandlung verschie-
dener Funktionsstörungen (Jeremy et al. 1997, Corbin and Francis 1999, Jedlitschky et al. 
2000), wobei die Wirkung darauf basiert, dass die Substanz mit cGMP um die Bindung an die 
katalytische Bindungsstelle der PDE 5 konkurriert, bei Bindung an das katalytische Zentrum 
aber keine Affinität zur allosterischen Bindungsstelle im regulatorischen Bereich des Enzyms 
entwickelt, so dass die Wirkung des cGMP weiter aufrechterhalten wird. Jede dieser Substan-
zen entwickelt dabei aufgrund ihrer molekularen Struktur ein charakteristisches pharmakolo-
gisches Profil. Als weiteren Hemmstoff der PDE entdeckten Liu et al. 2001 Exisulind, eine 
proapoptotische Substanz, die die PDE 5 in Blasenkrebszellen hemmt und Apoptose indu-
ziert, vermutlich aufgrund der durch die Hemmung der PDE 5 hervorgerufenen Erhöhung der 
intrazellulären cGMP-Konzentration und der damit verbundenen Effekte (Liu et al. 2001). 
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1.2.3.1 cGMP-Efflux  
Die intrazelluläre cGMP-Konzentration scheint aber nicht nur durch PDEs reguliert zu wer-
den. Dass cGMP auch aus dem intrazellulären Raum heraus gelangt, fanden Ashman et al. 
bereits 1963. Weitere Untersuchungen bezüglich der Extrusion von cGMP zeigten erhöhte 
extrazelluläre cGMP-Konzentrationen nach Gabe natriuretischer Peptide insbesondere bei 
Herzerkrankungen (Gerzer et al. 1985, Vorderwinkler et al. 1991, Abraham et al. 1992, Jakob 
et al. 1994) und verschiedenen Krebserkrankungen (Chawla et al. 1980). Auch in Zellen des 
ZNS, des kardiovaskularen Systems, des Gastrointestinaltrakts, der Niere und in neuronalen 
Zellen wurde ein Export von cGMP gefunden (Sager et al. 2004). Da cGMP auch im extra-
zellulären Milieu regulatorisch wirksam ist (Montoliu et al. 1999, Chevalier et al. 1996), 
scheint sein Export nicht nur der Regulation der intrazellulären Konzentration zu dienen.  
Am eindeutigsten ist der cGMP-Export dann zu beobachten, wenn Zellen bzw. Gewebe mit 
GC-stimulierenden Substanzen wie z. B. NO vorinkubiert werden, und gleichzeitig die PDE-
Aktivität durch Inhibitoren wie IBMX gehemmt wird, was darauf hindeutet, dass es sich um 
einen alternativen Mechanismus der cGMP-Regulation handelt, der dann auftritt, wenn die 
PDE-Aktivität gestört ist (Wielinga et al. 2003). Da eine zu hohe intrazelluläre cGMP-Kon-
zentration toxisch ist und z. B. retinale Degenerationen hervorrufen (Bowes et al. 1990, Lol-
ley et al. 1977) oder neurotoxische Wirkung haben kann (Li et al. 1997, Montoliu C. 1999), 
ist die Regulation des cGMP-Spiegels ein wichtiger Teil der cGMP-vermittelten Signaltrans-
duktion. 
Die Untersuchungen zum Mechanismus des Transmembrantransports von cGMP zeigten in 
„inside-out“-Vesikeln von humanen Erythrozyten, dass es sich um einen gerichteten Trans-
port handelt, der ATP-abhängig und durch Probenecid hemmbar war. Letzteres deutet darauf 
hin, dass cGMP wie auch cAMP mittels eines Transporters für amphiphile Anionen aus dem 
Zellinneren nach außen gelangt (Hamet et al. 1989, Billiar et al. 1992, Sager et al. 1996, 
Schultz et al. 1998, Sundkvist et al. 2000). 
Da die s. g. „multidrug resistance proteins“ (MRP) bereits als Transporter für amphiphile 
Anionen bekannt waren (Podevin et al. 1980), konzentrierten sich nachfolgende Studien auf 
diese Transporter als mögliche Vermittler der Extrusion zyklischer Nukleotide. Die MRPs 
sind ABC-Transporter (Dean et al. 2001, Borst and Elferink 2002, Schinkel and Jonker 2003), 
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als deren erstes Mitglied MRP 1 entdeckt (Cole et al. 1992) und als Exportpumpe für Glutha-
tion-Konjugate charakterisiert wurde (Jedlitschky et al. 1994, Leier et al. 1994, Müller et al. 
1994). Dem folgte die Entdeckung und Charakterisierung von MRP 2 (Buchler et al. 1996, 
Paulusma et al. 1996, Taniguchi et al. 1996). Die MRPs 3, 4 und 5 wurden zunächst durch 
Screening von Datenbanken und anschließende Klonierung von cDNA identifiziert (Allik-
mets et al. 1996, Kool et al. 1997) und im Folgenden als Transporter für zyklische Nukleotide 
charakterisiert (Jedlitschky et al. 2000, Chen et al. 2001, van Aubel et al. 2002, Wielinga et al. 
2003). Dabei ist MRP 5 der für cGMP selektivere Transporter, der einen von Magnesium und 
Kalzium beeinflussten (Sundkvist et al. 2000) ATP-abhängigen (Schultz et al. 1998) Export 
von cGMP katalysiert (Boadu and Sager 1997). Von MRP 4 wurde zunächst angenommen, 
dass es sich um einen cAMP-spezifischen Transporter handelt (Lai and Tan 2002). Die Unter-
suchungen von Wielinga et al. 2003 lassen jedoch vermuten, dass auch MRP 4 cGMP trans-
portiert. In dieser Untersuchung und auch in der Studie von Reid et al. 2003 wird diskutiert, 
dass der Transport der zyklischen Nukloetide durch eine geringe Affinität von MRP 4 und 5 
für cAMP und cGMP geprägt ist. 
Als spezifische Inhibitoren für den Transport zyklischer Nukleotide via der beschriebenen 
Transporter gelten auch die PDE-Inhibitoren Zaprinast und Sildenafil (Schultz et al. 1998, 
Jedlitschky et al. 2000). Da die Inhibierung des Exports von cGMP neben der Modulation der 
PDEs eine weitere Möglichkeit zur Erhöhung des intrazellulären cGMP-Spiegels bietet, ge-
winnt die therapeutische Nutzung wie auch die Nutzung der verschiedenen selektiven Hemm-
stoffe zur weiteren Aufklärung cGMP-vermittelter bzw. MRP-vermittelter Mechanismen 
weiter an Interesse.    
Im Zentrum der von MRPs vermittelten Mechanismen steht dabei sicherlich die Resistenz 
gegenüber Substanzen, die zur Chemotherapie eingesetzt werden. So wurde beschrieben, dass 
das MRP-Gen in Melanomzelllinien stärker exprimiert wird und dass es dabei keinen Unter-
schied gibt zwischen Zellen des primären Tumors und solchen, die aus Metastasen entnom-
men wurden (Schadendorf et al 1995). In normalen Melanozyten wurde MRP-mRNA gefun-
den, aber keine Expression des Proteins, während in Zelllinien dysplastischer Nävi sowohl die 
mRNA als auch das Protein nachgewiesen wurden (Berger et al. 1997).  
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Da der MRP-vermittelte Export zyklischer Nukleotide in Zellen u.a. dazu dient, die intrazel-
luläre Konzentration dieser Botenstoffe zu regulieren und Toxizität zu vermeiden, beruht die 
aktive Extrusion von Nukleotid-Analoga, die als Chemotherapeutika eingesetzt werden, mög-
licherweise ebenfalls auf diesem protektiven Mechanismus. Für MRP 4 und 5 wurde bereits 
eine Beteiligung an der Extrusion therapeutischer Nukleotid-Analoga beschrieben, die in der 
HIV- und Krebstherapie eingesetzt werden. PMEA (9-(2-phosphonyl-methoxyethyl)-adenin), 
eine in der HIV-Therapie eingesetzte Substanz, wird via MRP 4 extrudiert (Schuetz et al. 
1999, Lee et al. 2000, Chen et al. 2001). MRP 4 scheint insbesondere Adenosin-Analoga zu 
transportieren. Auch MRP 5 transportiert PMEA, weist aber ein breiteres Spektrum transpor-
tierbarer Moleküle auf (Wijnholds et al. 2000), so dass MRP 5-vermittelte Extrusion sowohl 
in der antiretroviralen, als auch in der Tumor-Chemotherapie zum Tragen kommt. 
1.2.4 NO/cGMP-Effekte in normalen humanen Melanozyten und Melanom-
zellen 
Für humane Melanozyten konnte in vitro bereits gezeigt werden, dass die NO/sGC-vermittelte 
Signaltransduktion in den Mechanismus der UV-B-induzierten Melanogenese involviert ist, in 
deren Folge die intrazelluläre cGMP-Konzentration ansteigt. Vermutlich löst die Aktivierung 
der Proteinkinase G (PKG) durch cGMP Phosphorylierungsreaktionen aus, die die Melanoge-
nese kontrollieren (Romero-Graillet et al. 1996, Sasaki et al. 2000). 
In humanen melanozytären Zellen scheint die NO/cGMP-vermittelte Signaltransduktion auch 
an der Adhäsion und der Deadhäsion der Zellen beteiligt zu sein. Gerade im Hinblick auf das 
Metastasierungspotential ist das Adhäsions- und Deadhäsionsverhalten von Melanozyten und 
insbesondere von Melanomzellen in Zusammenhang mit NO interessant. Die Rolle von 
cGMP bei der Adhäsion melanozytärer Zellen zeigten Ivanova et al. 2005 unter Verwendung 
direkter NO-Donoren und Donoren reaktiver NO-Redoxspezies (RNOS) (z. B. Peroxynitrit 
(ONOO)). Es konnte gezeigt werden, dass die NO-induzierte Deadhäsion normaler Melano-
zyten und „non-lesional“ Melanozyten (Melanozyten von Vitiligo-Patienten) von Kompo-
nenten der extrazellulären Matrix (ECM) ein zeit- und konzentrationsabhängiger apoptoti-
scher Prozess ist. Dabei ist die NO-induzierte Deadhäsion, nicht aber der Mechanismus der 
Apoptose partiell cGMP-vermittelt (Ivanova et al. 2005). Da NO als Mediator pathophysiolo-
gischer Prozesse wie Entzündung und Hautkrebs gilt (Schmidt and Walter 1994, Bruch-
Gerharz et al. 1998), ist sein Einfluss auf Zell-Zell- und Zell-ECM-Interaktionen im Zusam-
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menhang mit der lokalen Immunantwort in der Haut, bei Depigmentierungsprozessen (Viti-
ligo), Readhäsion und Metastasierungsprozessen von Bedeutung. Die Untersuchungen von 
Ivanova et al. 1997 zeigten, dass es in vitro in Gegenwart von RNOS zu einer konzentrations-
abhängigen Abnahme der Adhäsion unterschiedlich pigmentierter normaler humaner Melano-
zyten und Melanomzellen an Fibronektin, eine Komponente der ECM, kommt. Da alle unter-
suchten Zelllinien die cNOS-Isoform der NOS exprimieren, kann vermutet werden, dass NO 
an Adhäsionsprozessen sowohl normaler Melanozyten als auch Melanomzellen beteiligt ist 
(Ivanova et al. 1997). Dabei ist interessant, dass endogenes NO in normalen humanen Mela-
nozyten keinen antiapoptotischen Effekt hat, diesen aber auf Melanomzellen ausübt (Salvucci 
et al. 2001).  
Die Wahrnehmung von Schwerkraft und deren Veränderungen scheinen ebenfalls ein durch 
cGMP vermittelter Mechanismus zu sein. Studien haben gezeigt, dass unter der Bedingung, 
dass die endogene cGMP-Hydrolyse durch den Phosphodiesterase-Hemmer 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) inhibiert war, Langzeitzentrifugation (bis zu 24 h bei 5xg) den cGMP-
Efflux in humanen Melanozyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen stimuliert und die 
Melanin- wie auch die cAMP-Synthese in pigmentierten Melanozyten und nichtmetastasie-
renden Melanomzellen verstärkt hat. Hochmetastasierende Melanomzellen zeigten unter glei-
chen Bedingungen aber keine Veränderung des cGMP-Spiegels (Ivanova et al. 2004). Da es 
in Gegenwart hochselektiver Inhibitoren des cGMP-Transportes wie Trequinsin in normalen 
Melanozyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen nicht zu einem cGMP-Efflux 
kommt, kann vermutet werden, dass der durch Hypergravitation hervorgerufene cGMP-Efflux 
mit einer erhöhten Expression endogener Transporter wie auch MRP 4 und 5 in Zusammen-
hang steht. Diese Vermutung findet Unterstützung in der Tatsache, dass in Anwesenheit eines 
Inhibitors für die de novo-Proteinsynthese ebenfalls kein cGMP-Efflux zu beobachten war. 
Die folgende Abbildung 1.5 zeigt eine Übersicht über verschiedene NO/cGMP- wie auch 
XNP/cGMP-vermittelte Signaltransduktions-Mechanismen in humanen melanozytären Zel-
len. 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der Arbeit war es, auf der Grundlage des für humane Melanozyten und Melanomzellen 
bereits bekannten Effektes von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux, den Einfluss von Hy-
pergravitation auf den cGMP-Efflux in NO-stimulierten normalen Melanozyten und Mela-
nomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential zu untersuchen. Hierzu sollte ein 
vorhandenes in vitro-Modellsystem für Untersuchungen an NO-stimulierten adhärenten Zel-
len unter Hypergravitationsbedingungen optimiert werden.   
Die untersuchten Zelllinien zeigen unterschiedliche Expressionsmuster für die Isoformen der 
Guanylyl-Zyklase (GC). Daher mussten zur Erhöhung der cGMP-Konzentration verschiedene 
direkte (PAPA/NO und DETA/NO) und indirekte (SIN-1) NO-Donoren in unterschiedlicher 
Konzentration, und zur Stimulation der cGMP-Synthese in Zellen ohne funktionale NO-sen-
sitive GC das natriuretische Peptid ANP unter den experimentellen Bedingungen getestet 
werden. Zur Hemmung des endogenen Abbaus von cGMP sollten der unspezifische Phospho-
diesterase (PDE)-Inhibitor IBMX und der hochselektive PDE 5- und MRP 4 und 5-Inhibitor 
Trequinsin verwendet werden. Die Vitalität, Morphologie und die Adhäsionseffizienz der 
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Zellen sollte in An- und Abwesenheit der Stimulantien und Inhibitoren in zentrifugierten und 
nichtzentrifugierten Zellen kontrolliert und dokumentiert werden. Es sollten Kurz- (1 h - 
6 h)- und Langzeitzentrifugationen (24 h) unter der Bedingung einer erhöhten cGMP-Syn-
these und gleichzeitiger Inhibierung des Abbaus zyklischer Nukleotide durchgeführt werden, 
wobei der Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux unter verschiedenen Beschleu-
nigungsbedingungen (2xg - 5xg) untersucht werden sollte. Zusätzlich sollten auch Verände-
rungen der cAMP-Konzentrationen untersucht werden.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Zellkultur 
Für die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene adhärente melano-
zytäre Zelllinien verwendet: normale humane Melanozyten (Mf 9505), Melanozyten von Vi-
tiligo-Patienten (Mh 9512) (s.u.) und Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungspo-
tentials, die nichtmetastasierende Melanomzelllinie 1F6 und die hochmetastasierende Mela-
nomzelllinie BLM. 
2.1.1 Zelllinien 
Bei den normalen Melanozyten handelte es sich um Zellen aus Präparaten, die sofort nach 
operativen Eingriffen in Kultur genommen wurden. Die hier verwendete Zelllinie Mf 9505 
stammt ursprünglich aus Vorhautpräparaten von acht gesunden Spendern mit unterschiedli-
cher Pigmentierung (van den Wijngaard et al. 2000). Zur Gewinnung der „non-lesional“ Viti-
ligo-Melanozyten wurden in ca. 5 cm Entfernung des depigmentierten Bereiches Biopsien aus 
einem nicht depigmentierten Bereich der Kopfhaut („non-lesional“) genommen. Die Präpa-
rate, aus denen die hier verwendeten Zellen Mh 9512 stammen, wurden von sechs Vitiligo-
Patienten isoliert, die alle progressive Depigmentierungen zeigten, die nicht verletzungsbe-
dingt waren (van den Wijngaard et al. 2000). Beide Zelllinien wurden in der Dermatoimmu-
nopathologie der Universität Amsterdam etabliert.  
Die verwendeten Melanomzelllinien unterscheiden sich bezüglich ihres Potentials, nach sub-
kutaner Inokulation in haarlose Mäuse Metastasen zu bilden (van Muijen et al. 1991, Danen et 
al. 1993). Außerdem weisen beide Zelllinien unterschiedliche Pigmentierungen auf (Ivanova 
et al. 2001). Es handelt sich um die nichtmetastasierende pigmentierte Melanomzelllinie 1F6 
und die nichtpigmentierte hochmetastasierende Melanomzelllinie BLM. Beide wurden 
freundlicherweise von Professor Dr. G. van Muijen, Universität Nijmwegen, zur Verfügung 
gestellt. 
Die Zelllinien unterscheiden sich zusätzlich noch in ihrer enzymatischen Ausstattung. Die 
normalen Melanozyten und die nichtmetastasierenden Melanomzellen exprimieren sowohl die 
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membrangebundenen als auch die löslichen Isoformen der Guanylyl-Zyklase, während die 
metastasierenden Melanomzellen nur die membrangebundenen Isoformen der GC besitzen 
(Ivanova et al. 2001). Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden die nichtmetasta-
sierenden Melanomzellen in den Passagen 5 - 7, die normalen humanen Melanozyten in den 
Passagen 11 - 13 und die hochmetastasierenden Melanomzellen in den Passagen 6 - 7 einge-
setzt. Die einzelnen Experimente wurden nur mit Zellen der gleichen Passage durchgeführt. 
2.1.2 Herstellung der Zellkulturmedien 
Entscheidend für das stabile und kontrollierte Wachstum der Zellen sind konstante Umge-
bungsbedingungen, zu denen auch ein auf den Stoffwechsel der Zellen abgestimmtes Medium 
gehört. Zur Kultivierung der verschiedenen Melanomzelllinien wurde als Grundsubstanz Dul-
becco`s Modifikation des Eagles Medium (DMEM) (ICN Biochemicals, Eschwege, 
Deutschland) verwendet. Das Medium wurde mit fetalem Kälberserum (Invitrogen Life 
Technologies, Karlsruhe, Deutschland) supplementiert, um die notwendigen Versorgungssub-
stanzen, Adhäsions- und Wachstumsfaktoren zur Verfügung zu stellen. Zur Inaktivierung der 
humoralen unspezifischen Immunantwort (Komplementsystem) des Spenderorganismus’ 
wurde das Serum vor dem Gebrauch durch Hitze (30 min, 56°C) inaktiviert. Zur Kontamina-
tionsprophylaxe wurde ein Gemisch aus Penicillin und Streptomycin verwendet. Außerdem 
wurde L-Glutamin (PSG, Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) als Energie-
lieferant und Ausgangsstoff verschiedener Biosynthesen zugegeben (Danen et al. 1993). 
Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Kulturmediums für die Melanomzelllinien 1F6 und BLM 
Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium (DMEM)   500 ml 
Fetales Kälberserum (FKS) 10% (v/v) 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 IU/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
Zur Kultivierung der normalen humanen Melanozyten und der Vitiligo-Zelllinie wurden die 
Zellen mit Ham-F10-Medium (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) über-
schichtet. Auch hier wurde das flüssige Basismedium modifiziert. Um den Zellen die für die 
Entwicklung notwendigen Wachstums- und Adhäsionsfaktoren zur Verfügung zu stellen, 
setzt man dem Basismedium Ultroser-G (CytoGen GmbH, Sinn, Deutschland) zu. Hierbei 
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handelt es sich um einen synthetischen Serumersatzstoff definierter chemischer Zusammen-
setzung, der das Kontaminationsrisiko minimiert und sich zusätzlich positiv auf das Wachs-
tum der Zellen auswirkt, deren Teilungsrate bei ca. einer Zellteilung pro Woche liegt. In 
Kulturgefäßen mit einem Volumen von 225 cm3 (Falcon T225, Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland) ist bei dieser Teilungsrate die Konfluenz nach ca. 14 Tagen erreicht. Ne-
ben Ultroser-G wird dem Kulturmedium noch 12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugefügt, welches die Produktion 
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) stimuliert, das sich ebenfalls positiv, also 
wachstumsfördernd auf die Zellen auswirkt. Um den Abbau des cAMP während der Kultivie-
rung der Zellen so gering wie möglich zu halten, setzt man außerdem noch den Phospho-
diesterase-Hemmer 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland) zu. Auch diesem Medium wurde zur Kontaminationsprophylaxe 
ein Gemisch aus Penicillin und Streptomycin (PSG) zugegeben sowie L-Glutamin als Ener-
gielieferant und Ausgangsstoff verschiedener Biosynthesen (Le Pool et al. 1993). 
Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Kulturmediums für normale humane Melanozyten 
Ham-F10 500 ml 
Ultroser-G 1% (v/v) 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 IU/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) 16 nM 
IBMX 100 µM 
2.1.3 Arbeits- und Kulturbedingungen 
Bei allen Arbeiten, die mit der Kultivierung der Zellen zusammenhingen, musste auf für die 
Zellen möglichst physiologische Wachstumsbedingungen und sterile Arbeitsbedingungen 
geachtet werden. So erfolgte die Bearbeitung der Zellkultur- wie auch der Versuchsgefäße 
ausnahmslos unter einer Werkbank der Sicherheitsstufe I (Heraeus Flow, Hera Safe 12/2, 
Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, Deutschland). Die verwendeten Arbeits-
geräte wurden autoklaviert und Flüssigkeiten steril filtriert (Sterilfilter, Millipore, Millex-GV 
SLG 025 LS, Millipore Corporation, Bedford, USA). Alle Substanzen, die direkten Kontakt 
mit den kultivierten Zellen hatten, wurden vor Gebrauch auf 37°C temperiert, um die physio-
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logischen Wachstumsbedingungen der Zellen auch außerhalb des Brutschrankes zu gewähr-
leisten. Im Brutschrank lagen die Kulturflaschen waagerecht, so dass der Zellrasen auf dem 
Flaschenboden, der das Substrat für die adhärenten Zellen darstellt, komplett mit Medium 
bedeckt war. Die Inkubation der Zellen erfolgte unter konstanten Bedingungen von 37°C, ge-
sättigter Luftfeuchte und einer Atmosphäre mit einem Sauerstoffanteil von 95Vol% und ei-
nem Kohlendioxidanteil von 5Vol%. 
2.1.4 Kultivieren und Subkultivieren (Passagieren) der Zelllinien 
In Abhängigkeit von der Größe des Kulturgefäßes und der Teilungsrate erreichten die Zellen 
nach einer für sie typischen Zeitspanne (s. u.) Konfluenz, was eine Reduzierung der Zell-
menge erforderlich machte. Die Konfluenz war dann erreicht, wenn entweder ein lückenloser 
Zellrasen auf dem Boden eines Kulturgefäßes entstanden war (BLM; 1F6) oder der Raum, der 
einer einzelnen Zelle zum Wachstum zur Verfügung steht, zu klein geworden war (normale 
Melanozyten und „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten). Die hochmetastasierende Tumor-
zelllinie BLM brauchte bei einer Wachstumsfläche von 225 cm2 ca. drei bis vier Tage, um das 
Substrat konfluent zu bewachsen, bei der nichtmetastasierenden Melanomzelllinie 1F6 waren 
es vier bis sechs Tage. Die normalen Melanozyten und die Vitiligo-Zelllinie zeigten nach frü-
hestens 14 Tagen einen etwa konfluenten Bewuchs. Sowie die Konfluenz erreicht war, wur-
den die Zellen routinemäßig passagiert. Da es sich bei allen verwendeten Zelllinien um adhä-
rente Zelltypen handelte, mussten sie zunächst enzymatisch vom Gefäßboden abgelöst wer-
den. Dazu wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit einer Pufferlösung (Phos-
phate Buffer Saline (PBS), KMF, Sankt Augustin, Deutschland) mehrmals gewaschen. Die 
Verbindungen zwischen den Zellen und dem Gefäßboden wie auch die Zell-Zell-Kontakte 
wurden dann durch Zugabe einer 0,25%igen Trypsin-Lösung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland) gelöst. Dieser enzymatische Prozess wurde mit fetalem Kälberse-
rum gestoppt und die Zellsuspension in Pufferlösung aufgenommen. Um die Enzymlösung 
ganz zu entfernen, wurde die Suspension bei Raumtemperatur zentrifugiert (3 min, 1200 
rpm), der Überstand vorsichtig und gründlich abgenommen und das Zellpellet in PBS sorg-
fältig resuspendiert. Die Anzahl und die Vitalität der Zellen wurden mittels eines Trypanblau-
Assays in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension 
1:1 mit Trypan-Blau (0,4%), (Sigma T 8154, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland) versetzt. Im mikroskopischen Bild erscheinen vitale Zellen dann hell und rund, 
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wohingegen abgestorbene Zellen durch das blaue Reagenz angefärbt werden, da der Farbstoff 
nur durch beschädigte Zellmembranen ins Innere der Zellen gelangen kann. So konnten der 
Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl bestimmt und die Zellen in geeigneter Weise zur 
weiteren Kultivierung auf Zellkulturgefäße verteilt werden. Dieses Prozedere wurde routine-
mäßig durchgeführt, um sowohl optimale Wachstumsbedingungen für die in Versuchen ein-
gesetzten Zellen zu schaffen, als ggf. auch die Zellmenge zu expandieren und so einen Vorrat 
an Zellen zur dauerhaften Aufbewahrung anzulegen. 
Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Pufferlösung (PBS) 
PBS-Lösung (zehnfach konzentriert)  
NaCl 137 mM 
Na2HPO4.2H2O 81 mM 
KH2PO4 14 mM 
KCl 27 mM 
in aqua bidest.  
pH 7,4 
Diese Stammlösung wurde mit bidestilliertem Wasser im Verhältnis 1:10 verdünnt, um die 
Gebrauchslösung herzustellen. Letztere wurde vor der Benutzung autoklaviert. 
 
Tabelle 2.4 Zusammensetzung der Enzymlösung zum Ablösen adhärenter Zellen 
Trypsin-Lösung  Endkonzentration 
Trypsin  0,25% 0,02% 
EDTA in PBS (1x) 2% 0,005% 
in PBS (1x)   
Nach Sterilfiltration konnte diese Lösung portioniert und bei -20°C gelagert werden. 
2.1.5 Kryokonservierung von Zelllinien 
Um eine bestimmte Passage der Zellen einer Zelllinie langfristig und lebensfähig zu erhalten, 
um bei Bedarf darauf zurückgreifen zu können, oder zur Bevorratung einer Zelllinie können 
Zellen bei -196°C in flüssigem Stickstoff dauerhaft gelagert werden. Zur Vorbereitung dieser 
Kryokonservierung wurden die Zellen aus einem konfluent bewachsenen Zellkulturgefäß ent-
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nommen (siehe Abschnitt 2.1.4). Anders als beim Passagieren, wurden die Zellen dabei aber 
nicht bei Raumtemperatur gehalten und mit temperierten Substanzen versetzt, sondern bereits 
der enzymatische Ablösungsprozess wurde mit eisgekühltem fetalem Kälberserum gestoppt. 
Die anschließende Zentrifugation fand bei 4°C statt, und alle folgenden Zwischenlagerungen 
erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden dann in eisgekühltem Kryomedium, einem Gemisch aus 
10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 
und 90% FKS (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland), aufgenommen. Die 
Zugabe des eisgekühlten Kryomediums erfolgte tropfenweise und unter dauerhaftem, vor-
sichtigem Schwenken der Zellsuspension. Bei DMSO handelt es sich um ein bei Raumtempe-
ratur zytotoxisches organisches Lösungsmittel, das darüberhinaus eine kryoprotektive Wir-
kung hat, indem es der Zerstörung der Zellmembranen durch Eiskristalle entgegenwirkt. Das 
Gemisch aus Zellen und DMSO wurde in Kryogefäße (Nalgene Europe Ltd., Neerijse, Bel-
gien) überführt, sofort und zunächst für 24 h bei -80°C zwischengelagert und dann zur dauer-
haften Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff überführt. 
2.1.6 Auftauen kryokonservierter Zellen  
Zum Auftauen kryokonservierter Zellen wurden die Kryogefäße sofort nach der Entnahme 
aus dem flüssigen Stickstoff (siehe Abschnitt 2.1.5) in einem auf 37°C temperierten Wasser-
bad geschwenkt. Sobald sich der Inhalt verflüssigt hatte, wurde FKS (100%) im Verhältnis 
1:1 zugefügt und das Gemisch in Pufferlösung (PBS) aufgenommen. Die Zellen wurden ab-
zentrifugiert (3 min, 1300 rpm, RT), der Überstand entfernt und durch Kulturmedium ersetzt, 
in dem die Zellen dann sorgfältig resuspendiert und zur Kultivierung in Kulturgefäße über-
führt wurden (siehe Abschnitt 2.1.3). 
2.2 Experimentelles Design  
Konstante, annähernd physiologische Versuchsbedingungen sind gerade für die in vitro-Expe-
rimente mit lebendem Zellmaterial unerlässlich. Die Versuchsparameter mussten daher so 
gewählt werden, dass die Zellen auch außerhalb des Brutschrankes und während eines Zentri-
fugationsversuches möglichst physiologischen Umgebungsbedingungen ausgesetzt waren. 
Alle Versuche wurden daher in einer Klimakammer (Weiss Technik, Reiskirchen, Deutsch-
land) unter Lichtausschluss und bei konstanter Temperatur (37°C) und gesättigter Luftfeuch-
Material und Methoden 
 - 33 - 
tigkeit durchgeführt. Das Raumklima wurde dauerhaft kontrolliert und dokumentiert. Die 
Kohlendioxidsättigung wurde durch die Zusammensetzung des Mediums gewährleistet (siehe 
Abschnitt 2.2.1.2).  
Für die Voruntersuchungen bezüglich der geeigneten Wachstums- und Adhäsionsparameter, 
wie auch für die folgenden biochemischen Untersuchungen war es von großer Bedeutung, die 
Zellen in einem Zustand zu erhalten, in dem sie keine Stressreaktionen zeigten, die ein Expe-
riment negativ beeinflussen. 
2.2.1 Optimierung der Adhäsionsparameter 
Für vergleichende Experimente mit teilungsaktiven Zellen ist eine stabile Ausgangszellzahl 
von Bedeutung. Schwankungen in der Zellzahl, ausgelöst z. B. durch Proliferation oder De-
adhäsion mussten minimiert und Kreuzreaktionen mit Bestandteilen des Mediums ausge-
schlossen werden. Hierbei ist die Zusammensetzung des Mediums, in dem die Zellen gehalten 
werden, von Bedeutung. 
2.2.1.1 Zellzahl  
Ein Stressfaktor für die Zellen kann sowohl durch eine zu große als auch eine zu geringe 
Zelldichte bedingt sein. Für die Experimente mit nichtmetastasierenden (1F6) und hochme-
tastasierenden (BLM) Melanomzellen wurden nur unterkonfluent bewachsene Versuchsge-
fäße eingesetzt, damit Stressreaktionen der Zellen z. B. durch Platzmangel oder nicht ausrei-
chende Versorgung mit Nährstoffen ausgeschlossen werden konnten. Um die geeignete Zell-
zahl zu finden, wurden Zellzahlen zwischen 0,2 und 1,0x106 auf verschieden großen Wachs-
tumsflächen ausgesät und zunächst für 24 h in DMEM oder DMEM-BSA (siehe Abschnitt 
2.1.2 und 2.2.1.2) unter Kulturbedingungen (siehe Abschnitt 2.1.3) inkubiert. Nach der Inku-
bation erfolgte dann ggf. ein Zentrifugationsexperiment (siehe Abschnitt 2.4). Ob der techni-
schen Auslegung der Zentrifuge (siehe Abschnitt 2.4 und 2.4.1) waren die Untersuchungen 
zur Zellzahl wie auch zur Menge des Mediums auf Gefäße mit einem Volumen von 12,5 cm3 
bis maximal 25 cm3 (Falcon 3018 und Falcon 3081) begrenzt. 
Ob sich die ausgesäte Zellzahl für ein Experiment eignet, wurde zum einen mikroskopisch 
anhand der Morphologie der Zellen kontrolliert; außerdem wurde die Zellzahl nach der 
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24stündigen Inkubation erneut gezählt, um eine etwaige Proliferationsrate festzustellen. Im 
Falle der an die 24stündige Inkubation anschließenden Zentrifugationsversuche wurde die 
Zellzahl vor und nach der Zentrifugation bestimmt. Die Zellzählung erfolgte in allen Untersu-
chungen mittels einer Neubauer-Zählkammer und zusätzlich auch mit Hilfe des Coulter 
Counters Z2 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Bei dieser Methode wurden 
die Zellen mit einem geeigneten Lösungsmittel (Isoton II, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 
Deutschland) verdünnt und die Messung nach der Beschreibung des Herstellers durchgeführt. 
2.2.1.2 Zusammensetzung und Menge des Versuchsmediums 
Das supplementierte Medium DMEM (Danen et al. 1993) eignet sich zur Kultivierung und 
Expansion der Melanomzelllinien 1F6 und BLM gut, da es alle notwendigen Nährstoffe, 
Wachstumsfaktoren und Bausteine für Biosynthesen enthält. Für Experimente, in denen z. B. 
auf den Proteingehalt der Ausgangszellzahl normiert wird, mussten aber sowohl eine Zu-
nahme der Zellzahl durch Proliferation, als auch eine Abnahme durch Deadhäsion weitgehend 
minimiert und standardisierte Versuchsbedingungen geschaffen werden. Auch Reaktionen der 
Zellen mit Komponenten des Mediums mussten ausgeschlossen werden. Zugleich sollte aber 
gewährleistet sein, dass die Zellen während der gesamten Versuchszeit in einem stabilen vi-
talen Zustand erhalten blieben. Die Zusammensetzung des DMEM-BSA-Mediums erfüllte 
diese Ansprüche und wurde bereits in anderen Untersuchungen als Versuchsmedium verwen-
det (Ivanova et al. 1997, 2001, 2004, 2005).  
DMEM-BSA (Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium ohne L-Glutamin, ICN Bioche-
micals, Eschwege, Deutschland) enthält den Indikatorfarbstoff Phenolrot nicht und es ist au-
ßerdem serumfrei, so dass Verfälschungen und Kreuzreaktionen ausgeschlossen und dadurch 
standardisierte Bedingungen geschaffen werden konnten. Die Grundsubstanz wurde zur 
Kontaminationsprophylaxe mit dem Gemisch aus Penicillin, Streptomycin und L-Glutamin 
(PSG) versetzt und mit Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland) supplementiert. Zusätzlich wurde 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine-etha-
nesulfonic acid (HEPES) (ICN Biochemicals, Eschwege, Deutschland) zugesetzt. Diese orga-
nische Substanz erhält die CO2-gesättigte Atmosphäre und den pH-Wert von 7,4 in den ge-
schlossenen Versuchsgefäßen. 
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung des Versuchsmediums für alle verwendeten Zelllinien 
DMEM-BSA 500 ml 
Rinderserumalbumin (BSA) 0,25% 
L-Glutamin 2mM 
Penicillin 100 IU/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES) 10mM 
 pH 7,4 
Die Lösung wurde vor Gebrauch sterilfiltriert und konnte dann bei 4°C gelagert werden. 
Ob sich dieses Medium auch für das in der vorliegenden Arbeit angewendete Versuchsdesign 
insbesondere im Hinblick auf die Adhäsion vor und während der Zentrifugation eignete, 
wurde in vergleichenden Experimenten (DMEM vs. DMEM-BSA) untersucht. Angesichts der 
technischen Daten der STATEX-Zentrifuge, mit der alle hier dargestellten Untersuchungen 
durchgeführt wurden, mussten die Versuchsgefäße in einem bestimmten Winkel in die Zentri-
fuge eingebracht werden (siehe Abschnitt 2.4.1). Die Gefäße befanden sich in einer halbauf-
rechten Position in der Zentrifuge, daher bedurfte es einer Mindestmenge an Medium, um zu 
gewährleisten, dass die gesamte Wachstumsfläche während der Zentrifugation mit Flüssigkeit 
bedeckt war. Unter dem Gesichtspunkt der Zentrifugation ohne vorherige Adhäsion (siehe 
Abschnitt 2.2.1.3) wurde auch untersucht, wie sich die maximale Befüllung der Versuchsge-
fäße mit Medium auf die Zellen auswirkt. Dazu wurden nichtmetastasierende Melanomzellen 
(1F6) einer Zellzahl zwischen 0,20 und 1,0x106 auf verschiedenen Wachstumsflächen (12,5 – 
25 cm2) ausgesät und für 24 h in DMEM oder DMEM-BSA inkubiert. Um die Proliferation 
im jeweiligen Medium zu untersuchen, wurden die Zellen nach 24stündiger Inkubation wie 
unter 2.1.4 beschrieben enzymatisch abgelöst und mittels Neubauer-Kammer und Coulter-
Counter gezählt. In gleicher Weise wurde auch verfahren, um den Einfluss verschiedener 
Mengen Medium auf nichtmetastasierende Melanomzellen zu untersuchen.  
2.2.1.3 Adhäsion vor der Zentrifugation  
Für Versuche mit adhärenten Zellen ist die Adhäsionszeit vor einer Zentrifugation ein ent-
scheidender Faktor. Da die Stabilität der Adhärenz der Zellen auch im Hinblick auf ihre Emp-
findlichkeit gegenüber der Stimulation mit verschiedenen NO-Donoren (siehe Abschnitt 2.5 
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und 2.5.1) entscheidend ist, wurden verschiedene Möglichkeiten der Adhäsion vor einem 
Zentrifugationsexperiment untersucht.  
Dazu wurden die Zellen zunächst in die Versuchsgefäße gebracht. Die anschließende Zentri-
fugation erfolgte entweder sofort nach dem Einbringen der Zellen in die Versuchsgefäße, also 
ohne vorherige Adhäsionszeit, oder die Zellen wurden vor der Zentrifugation für 4 oder 24 h 
bei 37°C inkubiert, damit sie adhärieren konnten. Diese Inkubation erfolgte sowohl in 
DMEM- wie auch in DMEM-BSA-Medium. Nach der 4- bzw. 24stündigen Adhäsion in 
DMEM-Medium wurde dieses entfernt und durch DMEM-BSA-Medium ersetzt. Da die Zel-
len durch den Wechsel des Mediums in eine Stresssituation gerieten, was an morphologischen 
Veränderungen zu erkennen war, wurden sie zur Adaptation erneut liegend inkubiert. Sobald 
die Zellen zu ihrer ursprünglichen Morphologie zurückgekehrt waren, was engmaschig mi-
kroskopisch kontrolliert wurde, wurden sie in die Zentrifuge eingesetzt. Die Zentrifugation 
erfolgte bei Beschleunigungsstufen von 2xg, 5xg oder 9xg. 
2.3 Morphologie 
Für die morphologischen Untersuchungen wurden die Zellen zur schnellen, kurzfristigen Be-
urteilung während und sofort nach einem Experiment routinemäßig mikroskopiert (Axiovert 
25, Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland). Um Abweichungen von den gewählten Experiment- 
oder Kulturbedingungen durch eine detaillierte und längere mikroskopische Beobachtung zu 
vermeiden, wurde eine Digitalkamera (Nikon Coolpix 4500) an einem Lichtmikroskop ange-
bracht, um die Zellen zu fotografieren. Die Aufnahmen der Zellen ermöglichten die genaue 
Beurteilung der Zellmorphologie (siehe Abschnitt 3.1). 
2.4 Optimierung der Zentrifugationsparameter 
Für die Zentrifugationsexperimente wurde die „STATEX-Zentrifuge” (STATolithen EXperi-
ment) eingesetzt, ein Gerät, das für zwei Raumfahrtmissionen (Spacelab Mission D1 und D2) 
konzipiert und verwendet worden war (Neubert et al. 1996). 
Die Versuchsgefäße mussten so in die Zentrifuge eingesetzt werden können, dass alle Zellen 
die gleiche Beschleunigung erfuhren und die gesamte Wachstumsfläche während der Zentri-
fugation vollständig mit Medium bedeckt wurde. Um die Mindestmenge Medium zu definie-
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ren, die diese Versorgung gewährleistet, wurde eine Farblösung benutzt, mittels der sichtbar 
gemacht werden konnte, ob die gesamte Bewuchsfläche unter Beschleunigungsbedingungen 
mit Flüssigkeit bedeckt ist. 
Die Modifikation der Zentrifuge erfolgte in unserer Arbeitsgruppe mit der freundlichen Un-
terstützung von Herrn Dr. J. Neubert und des Institutes für Luft- und Raumfahrtmedizin des 
DLR (Deutsches Zentrum für Luft- und Raumfahrt). Abbildung 2.1 zeigt die STATEX-Zen-
trifuge im modifizierten Zustand. 
 
Abbildung 2.1: Modifizierte STATEX-Zentrifuge. 
Für Experimente bei unterschiedlichen Beschleunigungen wurden für den in der Drehachse 
befindlichen Motor verschiedene Aufsätze gebaut. Diese Rotoraufsätze sind jeweils an be-
stimmte Beschleunigungen angepasst und gewährleisten, dass die rotierenden Versuchsgefäße 
im richtigen Neigungswinkel (α) positioniert werden. Die folgende Abbildung 2.2 zeigt eine 
geometrische Darstellung der Versuchsgefäße mit Zellbewuchs auf der Wachstumsfläche in 
der Zentrifuge. 
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2.4.1 Berechnung der Zentrifugenparameter 
In einer Zentrifuge wirken auf die einzelnen Zellen, die sich in einem Abstand (hier 
r = 13,5 cm) von der Drehachse befinden, zwei Kräfte, die Erdanziehungskraft ( gF
r
) und die 
Zentrifugalkraft ( zF
r ). Allgemein gilt für Kräfte:  
 
amF r
r ⋅=   
  
 
In der Zentrifuge unterliegen die Zellen gemäß Abbildung 2.2 zwei Beschleunigungen, der 
Erdbeschleunigung ( gr ) und der Zentrifugalbeschleunigung ( .zentra
r ). Die Gesamtbeschleuni-
gung ( gesa
r ) ergibt sich als Resultierende nach: 
 
22
.. gaa zentrges
rrr +=  (Gl. 1) 
 
 
Wobei  rzentra
2
. ω=r  ist    (Gl. 2) 
 
Die Winkelgeschwindigkeit (ω) ergibt sich aus der Periodenzeit (T) und dem in dieser Zeit 
überstrichenen Winkel (360°), d. h. im Bogenmaß 2π , zu: 
m Masse 
ar  Beschleunigung 
 
.zentrαr  
 
Zentrifugalbeschleunigung 
 
r Radius 
ω Winkelgeschwindigkeit 
gr  Erdbeschleunigung 
Material und Methoden 
 - 39 - 
T
πω 2=  [sec]  
Damit ergibt sich die Winkelgeschwindigkeit zu:  
υπω ⋅= 2       υ = Frequenz ⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡
T
1  
Aus Abbildung 2.2 geht hervor, dass: 
 
bzw. ⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛
=
.
arccos
gesa
g
r
r
α   (Gl.3) 
 
ist, daher kann, unter Vorgabe einer Gesamtbeschleunigung, die Zentrifugalbeschleunigung 
berechnet werden: 
22
. gageszentra −= rr  
Mit Gleichung 2 und dem relevanten Radius (r) lässt sich daraus die Kreisfrequenz (ω) be-
rechnen. Für die Umrechnung der Kreisfrequenz in die Frequenz gilt: 
π
ωυ
2
=   wobei υ  die Anzahl der Umdrehungen pro Sekunde beschreibt; 
in einer Minute beträgt der Wert das 60fache, woraus sich die Umdrehungen pro Minute 
(rpm) ergeben. 
Über Gleichung 3 kann aus der vorgegebenen Gesamtbeschleunigung und der Erdbeschleuni-
gung der Neigungswinkel berechnet werden. 
Die für den Radius (r = 13,5 cm) berechneten Umdrehungszahlen und Neigungswinkel für die 
verschiedenen Beschleunigungen sind in Tabelle 2.6 dargestellt. 
Tabelle 2.6: Umdrehungszahl und Neigungswinkel bei verschiedenen Beschleunigungen 
Gesamtbeschleunigung    
( gesa
r ) 
Frequenz 
(rpm) 
Neigungswinkel 
(α) 
2xg 107 60° 
5xg 180 78,5° 
9xg 243,5 84° 
.
cos
gesa
g
r
r
=α
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Zellen, die nicht genau auf dem relevanten Radius (13,5 cm) liegen, erfahren Scherkräfte, die 
aber um mehr als eine Größenordnung kleiner sind als die Gesamtbeschleunigung und daher 
vernachlässigt werden können. 
2.4.2 Deadhäsion unter Hypergravitationsbedingungen 
Der Einfluss von Hypergravitation auf die Deadhäsion der unterschiedlich voradhärierten 
nichtmetastasierenden Melanomzellen musste untersucht werden, da ein zu großer Verlust 
von Zellmaterial während der Zentrifugation keine verlässlichen und reproduzierbaren Ergeb-
nisse ermöglicht. Um die Deadhäsion zu untersuchen, wurden die Versuchsgefäße nach der 
Zentrifugation auf Eis gelagert, um etwaige Stoffwechselvorgänge der Zellen zu stoppen. Der 
flüssige Mediumüberstand wurde abgenommen und zur späteren Bearbeitung in einem Fal-
con-Plastikröhrchen (Falcon 2096, Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg, Germany) 
ebenfalls auf Eis aufbewahrt. Der Zellrasen wurde gewaschen und enzymatisch vom Gefäß-
boden abgelöst (siehe Abschnitt 2.1.4). Durch eine mehrmalige Waschprozedur mit einer de-
finierten Menge PBS-Puffer wurden alle noch im Gefäß befindlichen Zellen gesammelt und 
die Suspension zur weiteren Bearbeitung ebenfalls in ein Falcon-Plastikröhrchen überführt. 
Nach vorsichtigem gründlichen Resuspendieren der Zellen wurde ein Aliquot der Suspension 
entnommen und die Vitalität in einem Trypanblau-Assay bestimmt. Die Gesamtzellzahl 
wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer und im Coulter Counter ermittelt und die Lebend-
zellzahl und der Anteil abgestorbener Zellen bestimmt (siehe Abschnitt 2.1.4). Neben der 
Vitalität der Zellen in diesem Versuchsgefäß konnte so auch die Veränderung der Zellzahl im 
Vergleich zur eingesetzten Menge Zellen bestimmt werden. Der Anteil der Zellen, die sich 
während der Zentrifugation vom Gefäßboden abgelöst hatten, wurde im Mediumüberstand 
bestimmt. Dazu wurde der anfänglich abgenommene Überstand zentrifugiert (5 min, 1200 
rpm) und der flüssige Teil nach der Zentrifugation entfernt. Das Zellpellet wurde in Puffer 
aufgenommen und resupendiert. Auch hier wurden ein Aliquot mit Trypanblau-Lösung ver-
setzt und die Zellen in der Neubauer-Zählkammer untersucht, um Lebendzellzahl, Gesamt-
zellzahl und Vitalität zu bestimmen. Zusätzlich erfolgte die Zellzählung mittels des Coulter 
Counters Z2 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Germany). Bei dieser Methode wurden die 
Zellen mit einem geeigneten Lösungsmittel (Isoton II, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 
Germany) verdünnt und die Messung nach der Beschreibung des Herstellers durchgeführt. 
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2.4.3 Zentrifugationszeit 
Die Wirkung verschiedener Beschleunigungen (2xg, 5xg und 9xg) auf die unterschiedlich 
voradhärierten Zellen (siehe Abschnitt 2.2.1.3) wurde auch in Abhängigkeit von der Dauer 
einer Zentrifugation anhand der Morphologie und der Deadhäsion untersucht. Gleichzeitig 
konnten Proliferation und Vitalität der Zellen bei Zentrifugationszeiten zwischen 1 h und 72 h 
untersucht werden. 
In weiteren Zentrifugationsexperimenten sollten zusätzlich verschiedene direkte und indirekte 
Stickstoffmonoxid (NO)-Donoren (PAPA/NO, DETA/NO und SIN-1) eingesetzt und die 
Zellen bezüglich der Konzentrationsveränderungen der sekundären Botenstoffe cGMP und 
cAMP untersucht werden. Hierzu mussten im Hinblick auf die Kinetik der verwendeten Do-
noren und unter Berücksichtigung der Stabilität der Adhäsion und der Vitalität der Zellen die 
geeigneten Zentrifugationszeiten definiert werden. Kurzzeitzentrifugationen dauerten zwi-
schen 1 und 6 h, Langzeitzentrifugationen 24 h bis maximal 72 h. Alle Zentrifugationsexpe-
rimente mit NO-Donoren wurden bei einer Beschleunigung von 5xg durchgeführt, da aus 
vorherigen Untersuchungen bereits bekannt ist, dass eine höhere Beschleunigung als 5xg kei-
nen verstärkenden Effekt auf die hier untersuchten Melanomzelllinien hat (Ivanova et al. 
2004).  
2.5 Optimierung der Stimulationsbedingungen  
Ziel war es hier, ein in vitro-Modell zu etablieren, das hinsichtlich der Wachstumsbedingun-
gen unter Hypergravitation die bestmöglichen Voraussetzungen für die Zellen bietet und au-
ßerdem die Stimulation der Zellen mit verschiedenen direkten und indirekten Stickstoffmono-
xid-Donoren ermöglicht, deren Konzentration ebenfalls auf die Zellen abgestimmt werden 
musste. Für die Untersuchungen war wichtig, dass es nicht zu Veränderungen der Morpholo-
gie oder starken Ablösungsprozessen der Zellen kam. Deadhäsion bedeutet einen Verlust an 
Zellmaterial, so dass keine reproduzierbare und verlässliche biochemische Aufarbeitung der 
Proben bzw. eine zuverlässige Bestimmung der sekundären Botenstoffe zyklisches Adeno-
sinmonophosphat (cAMP) und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) möglich ist.  
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2.5.1 Stimulation mit Stickstoffmonoxid (NO)-Donoren 
Um die Effekte von Hypergravitation auf Veränderungen der cGMP- und cAMP-Konzentra-
tion sowie auf Adhäsion, Deadhäsion und Morphologie NO-stimulierter melanozytärer Zellen 
zu untersuchen, wurden der indirekte NO-Donor 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) (Axxora 
Deutschland GmbH, Grünberg, Deutschland) und die direkten NO-Donoren (Z)-1-[2-(2-Ami-
noethyl-N-(2-Ammonioethyl)Amino]Diazen-1-ium-1,2-Diolat (DETA/NO) (Axxora Deutsch-
land GmbH, Grünberg, Deutschland) und (Z)-1-[N-(3-Ammoniopropyl)-N-(n-Pro-
pyl)Amino]Diazen-1-ium-1,2-Diolat (PAPA/NO) (Axxora Deutschland GmbH, Grünberg, 
Deutschland) in verschiedenen Konzentrationen und unter Lichtausschluss appliziert. Die drei 
Substanzen unterscheiden sich in ihrer Kinetik der NO-Freisetzung. So liegt die Halbwertszeit 
t1/2 von SIN-1 bei 35 min, für PAPA/NO bei 15 bis 30 min und für DETA/NO bei ≥ 500 min.  
2.5.2 IBMX und Trequinsin 
Um die endogene Hydrolyse der sekundären Botenstoffe cAMP und cGMP zu inhibieren, 
wurde dem Versuchsmedium zum einen der Phosphodiesteraseinhibitor 3-Isobutyl-1-methyl-
xanthin (IBMX) in einer Konzentration von 0,1 mM zugegeben. Bei dieser Substanz handelt 
es sich um einen unspezifischen Inhibitor für Phosphodiesterasen (PDE). Zum anderen wurde 
zur spezifischen Inhibition Trequinsin in einer Konzentration von 1 µM verwendet. Diese 
Substanz ist ein spezifischer Inhibitor für die cGMP-bindende PDE 5 und für den Transport 
zyklischer Nukleotide via der multi drug resistance proteins (MRP) MRP 4 und 5 (Sarfati et 
al. 2003, Thompson et al. 2000). 
2.5.3  Stimulation unter Hypergravitationsbedingungen 
Zur Untersuchung der Morphologie und der Deadhäsion NO-stimulierter Melanozyten und 
Melanomzellen unter Hypergravitationsbedingungen wurden die Zellen zunächst in die Ver-
suchsgefäße gebracht. Zur Adhäsion wurden die Versuchsgefäße mit den Zellen liegend je-
weils für 4 h oder 24 h in 2 ml des auf die Zellen abgestimmten Kulturmediums DMEM oder 
Ham-F10 zur Voradhäsion inkubiert. Nach dieser Adhäsion wurde das Kulturmedium durch 
Versuchsmedium (DMEM-BSA) ersetzt. Dem Versuchsmedium DMEM-BSA wurde, um der 
intrazellulären Hydrolyse des cAMP und cGMP durch Phosphodiesterasen entgegenzuwirken, 
der nichtspezifische PDE-Inhibitor IBMX (0,1 mM) oder der hochselektive Inhibitor für MRP 
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4 und 5 und PDE 5 Trequinsin (1 µM) zugesetzt. Die NO-Donoren wurden in verschiedenen 
Konzentrationen (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,5 mM und 5 mM) appliziert, und die Ansätze 
wurden gemäß der Kinetik des gewählten NO-Donors unterschiedlich lange bei 5xg zentrifu-
giert bzw. bei 1xg inkubiert. Die 1xg-Kontrollproben befanden sich dabei neben der Zentri-
fuge in einem klimatisierten Raum bei kontrollierter Temperatur (37°C). Zur weiteren Kon-
trolle der Umgebungsbedingungen wurden sowohl zusätzliche Proben ohne IBMX und ohne 
NO-Donor, als auch solche, die nur IBMX enthielten, untersucht. Diese wurden in Doppelbe-
stimmungen im Brutschrank unter Kulturbedingungen inkubiert, während die Schwesterpro-
ben wie die 1xg-Kontrollen in der Klimakammer neben der Zentrifuge inkubiert wurden. 
Die Veränderung der Zellmorphologie in Abhängigkeit von der NO-Konzentration wurde in 
regelmäßigen Abständen unter dem Mikroskop beobachtet und dokumentiert (siehe Abschnitt 
2.3). Die Zellzahl wurde vor und nach der Zentrifugation bestimmt, um die Deadhäsion in 
Abhängigkeit von der NO-Konzentration und der Zentrifugationszeit zu untersuchen.  
Diese Versuche gaben Aufschluss darüber, welche Ausgangssituation sich am besten für bio-
chemische Analysen zur Bestimmung der sekundären Botenstoffe cAMP und cGMP eignet.  
2.6 Bestimmung der cGMP-Konzentration durch Radioimmunoassay 
Der Radioimmunoassay ist eine analytische Labormethode, welche die quantitative Bestim-
mung kleinster Substanzkonzentrationen ermöglicht. Durch eine spezifische Antigen-Anti-
körper-Reaktion in Kombination mit der empfindlichen radioaktiven Messmethode können 
auch Konzentrationen im Nano- und Picomolbereich zuverlässig und spezifisch bestimmt 
werden. 
2.6.1 Vorbereitung der Proben 
Für die Durchführung der Experimente wurden die Melanozyten und Melanomzellen in einer 
Dichte von 0,2 – 0,4x106 in die Versuchsgefäße (Wachstumsfläche 12,5 cm2) eingebracht und 
24 h im entsprechenden Kulturmedium kultiviert, um eine stabile Adhäsion zu gewährleisten. 
Nach der Adhäsionszeit wurden das Medium entfernt und die Zellen einer Waschprozedur mit 
PBS-Puffer unterzogen. Der Puffer wurde entfernt und durch DMEM-BSA-Medium ersetzt. 
Nach einer Adaptationszeit von einer Stunde wurden die Zellen unter Lichtausschluss mit den 
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verschiedenen Stickstoffmonoxid-Donoren stimuliert, in die Zentrifuge eingesetzt und sofort 
mit 5xg zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgt bei 37°C unter Lichtausschluss und aufgrund 
der Zusammensetzung des DMEM-BSA-Mediums in CO2-Atmosphäre (siehe Abschnitt 
2.2.1.2). Neben den stimulierten und unstimulierten zentrifugierten Proben wurden stimulierte 
und unstimulierte Kontrollproben bei 1xg sowohl in einem Brutschrank als auch neben der 
Zentrifuge und unter identischen Temperaturbedingungen (37°C) inkubiert. Nach der Zentri-
fugation wurden die Proben sofort auf Eis gelagert. Der flüssige Überstand wurde abgenom-
men, zentrifugiert (3 min, 1200 rpm) und zur weiteren Bearbeitung in geeignete Kunststoff-
röhrchen (Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) gebracht, in denen er gefrier-
getrocknet (lyophylisiert) wurde (Lyophylisator Alpha 1-4, Christ, Osterode, Deutschland). 
Zur Bestimmung des extrazellulären cGMP-Gehaltes wurde das Lyophylisat in einer adäqua-
ten Menge Natrium-Acetat-Puffers (siehe Abschnitt 2.4.2) gelöst und im Radioimmunoassay 
(RIA) (siehe Abschnitt 2.4.2) eingesetzt. Zu den adhärenten Zellen wurde 5%ige Trichlores-
sigsäure gegeben, um die Zellen zu fixieren. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber (Grei-
ner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) vom Gefäßboden geschoben und die Suspen-
sion zur weiteren Bearbeitung sorgfältig entnommen. Um zu gewährleisten, dass alle intra-
zellulären Moleküle zugänglich wurden, wurde die Suspension 15 min mit 15000 rpm bei 4°C 
zentrifugiert. Der klare Überstand wurde abgenommen, mit Diethylether extrahiert und ge-
friergetrocknet. Zur Bestimmung des intrazellulären cGMP-Gehaltes wurde auch dieses Lyo-
phylisat in einer geeigneten Menge Natrium-Acetat-Puffer gelöst und im Radioimmunoassay 
(siehe Abschnitt 2.6) eingesetzt. Zum Zellpellet wurde 1 M Natronlauge gegeben, der Ansatz 
bei Raumtemperatur über Nacht hydrolysiert und dann zur Proteinbestimmung nach Lowry 
(siehe Abschnitt 2.8) eingesetzt. 
2.6.2 Durchführung des Assays 
Dem hier verwendeten Radioimmunoassay liegt das Konzept von Yalow und Berson (1960) 
zugrunde, das nach Ivanova entsprechend modifiziert wurde. Die Messung beruht auf der 
Konkurrenz von markierten und unmarkierten Antikörpern um Bindungsstellen an spezifi-
schen Antikörpern, durch die eine Mischung aus gebundenen, markierten, unmarkierten und 
ungebundenen Molekülen und Molekülkomplexen entsteht. Die Anzahl markierter und an 
Antikörper gebundener Antigene nimmt ab, wenn die Anzahl an unmarkierten Antigenen er-
höht wird. Es wird die Menge an gebundenem Antigen im Verhältnis zu freiem Antigen be-
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stimmt (Steiner et al. 1970). Einer geringen Radioaktivität ist eine hohe cGMP-Konzentration 
zuzuordnen, hohe Radioaktivität spiegelt einen geringen cGMP-Gehalt wider. Die Konzen-
trationen wurden anhand einer Standardkurve ermittelt, deren Verdünnungsstufen wie folgt 
konzentriert waren (Angaben in nM): 
Tabelle 2.7: cGMP-Konzentrationen der Standardkurve 
0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 
Als Kontrollen dienten eine 1,5 nM und eine 5,5 nM cGMP-Lösung, des weiteren gab es eine 
B0-Kontrolle, die nur die im Assay verwendete Pufferlösung enthielt, und eine nicht spezifi-
sche Bindungskontrolle (NSB) mit einer cGMP-Konzentration von 100 µM. Je 50 µl der Pro-
ben, Kontrollen und der Standardkurve wurden in Immunoröhrchen (PP, Sarsted 73.1055, 
Nümbrecht, Germany) pipettiert, in Aluminiumhalterungen gesteckt (Sarsted 95.1012, Nüm-
brecht, Germany) und mit 50 µl Tracer (cGMP-Iod125, NEX 131, Perkin Elmer, Rodgau, 
Deutschland) und 50 µl des Antikörpergemisches über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der 
Inkubation erfolgte eine zweimalige Waschprozedur mit 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung, an 
die sich jeweils eine 10minütige Zentrifugation (10°C, 3300 rpm) anschloss. Die Immuno-
röhrchen wurden dann in Counter-Racks überführt und darin zur Messung der Radioaktivität 
in den Gamma-Counter (Wallac, Tukur, Finnland) eingesetzt. Die cGMP-Konzentration 
wurde unter Berücksichtigung der Werte der Lowry-Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 2.8) 
und der eingesetzten Flüssigkeitsvolumina quantifiziert, so dass sich die Konzentration in 
pmol cGMP/mg Protein angeben ließ. Jede Probe wurde doppelt bestimmt und aus den 
Messwerten der Mittelwert gebildet. 
Tabelle 2.8: Zusammensetzung der Puffer-Lösung für den Radioimmunoassay (RIA) 
Natriumacetat-Puffer (50mM) 1000 ml 
Na-Acetat 0,1% (w/v) 
NaN3 0,02% (w/v) 
in aqua bidest. pH 4,0 
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Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Lösung für den 1. Antikörper 
1. Antikörper-Lösung  
Natriumacetat-Puffer  50mM 
BSA 0,5% 
Kaninchen-anti-cGMP Antikörper 1:45000 
 pH 7,2 
          
Tabelle 2.10: Zusammensetzung der Lösung für das Antikörpergemisch 
Antikörpergemisch  
1. Antikörper-Lösung 15 ml 
NaCl (0,9%) 14,625 ml 
Kaninchen-γ-Globulin 150 µl 
2. Antikörper (Ziege-anti-Kaninchen) 375 µl 
in aqua bidest. 29,850 ml 
 pH 7,2 
2.7 Bestimmung der cAMP-Konzentration durch 
Fluoreszenzimmunoassay (FIA) 
Die Proben wurden wie unter Abschnitt 2.6.1 beschrieben vorbereitet, aber zur Bestimmung 
der cAMP-Konzentration in einer auf diesen Assay abgestimmten Pufferlösung (Probenver-
dünnungspuffer) gelöst und zur Bestimmung eingesetzt. Dem Fluoreszenzassay liegt das 
Prinzip von Dressendörfer et al. 1995 zugrunde, der nach Ivanova (mündliche Mitteilung) 
modifiziert wurde. 
2.7.1 Durchführung des Assays 
Bei dieser Form des Festphasenimmunoassays wurde zunächst ein unspezifischer Antikörper 
(Kaninchen-anti-Ziege) an eine Mikrotiterplatte (Immunoplatte F96 Maxisorp, Nunc-Immuno 
plate, 4-42404, Nunc GmbH und Co KG, Wiesbaden, Deutschland) gebunden. Diese Reak-
tion wurde durch verschiedene Waschschritte und Zugabe eines Absättigungspuffers gestoppt. 
Nach Bindung eines weiteren spezifischen Antikörpers (anti-cAMP (Ziege)) wurden je 100 µl 
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der zu messenden Proben, der Standards einer Verdünnungsreihe sowie zusätzlicher Kontrol-
len aufgetragen und mit der gleichen Menge Tracer (biotinyliertes cAMP in Ethanol (abs.) 
(1:10.000)) inkubiert. Die Standardkurve bestand aus Verdünnungsstufen, die wie folgt kon-
zentriert waren (Angaben in nM): 
Tabelle 2.11: cAMP-Konzentrationen der Standardkurve 
1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 
Als Kontrollen dienten hier eine 1,5 nM und eine 5,5 nM cAMP-Lösung, eine NSB-Lösung 
(100 µM cAMP) und eine B0-Kontrolle (siehe Abschnitt 2.6.2). Standards, Proben und Kon-
trollen mussten, bevor sie aufgetragen wurden, succinyliert, d. h. mit in Triethylamin gelö-
stem Bernsteinsäureanhydrid versetzt werden. Dies führt, nach Steiner et al. 1970, zu einer 
negativen Nettoladung des Proteins und erhöht dadurch dessen Löslichkeit, wodurch die 
Wahrscheinlichkeit der Bindung des succinylierten cAMPs an den Antikörper steigt. Wäh-
rend der Inkubation der Proben, Kontrollen und Standards bindet der spezifische Antikörper 
an den an die Mikrotiterplatte gebundenen unspezifischen Antikörper. Zwischen dem in den 
Proben enthaltenen cAMP und dem spezifischen Antikörper kommt es ebenfalls zu einer spe-
zifischen Bindung. Nach der Inkubation und mehreren Waschschritten wurde eine Europium-
Streptavidin-Lösung (Delfia EU-labelled Streptavidin) zugegeben. Diese Substanz bindet nur 
nicht-gebundenen spezifischen Antikörper. Je geringer die Menge gebundenen Europiums ist, 
desto mehr cAMP befindet sich in einer Probe. Schwache Fluoreszenz deutet also auf einen 
hohen Gehalt an cAMP hin. Um auch geringe Fluoreszenz messen zu können, wurde vor der 
Messung eine Verstärker (Enhancer)-Lösung zugegeben. Die Messung erfolgte mittels eines 
Fluorometers (Wallac, 1234 Delfia Research, Wallac, Tukur, Finnland) anhand der Standards 
der Eichkurve. Die cAMP-Konzentration wurde unter Berücksichtigung der Werte der 
Lowry-Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 2.6) und der verwendeten Flüssigkeitsvolumina 
normiert, so dass sich die Konzentration in pmol cAMP/mg Protein angeben ließ. Jede Probe 
wurde dreifach bestimmt und aus den Messwerten der Mittelwert gebildet. 
Tabelle 2.12: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen für den Fluoreszenzimmunoassay  
Probenverdünnungspuffer  
NaH2PO4.H2O/Na2HPO4.2 H2O 0,2 M 
BSA (Fraction V) 0,1% (w/v) 
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Thimerosal 0,025% (w/v) 
Tween 20 0,1% (v/v) 
 pH 7,25 
Block-/Absättigungs-Puffer 
Tris/HCl-Puffer 0,05 M 
BSA (Fraction V) 1% (w/v) 
Thimerosal 0,05% (w/v) 
 pH 7,5 
Carbonatpuffer  
Na2CO3/NaHCO3 50 mM 
 pH 9,6 
Waschpuffer (zwanzigfach konzentriert)  
NaCl 100 g 
KCl 4 g 
Na2HPO4.2H2O 28,8 g 
KH2PO4 4 g 
Tween 20 20 ml 
in aqua bidest. 1 l 
 pH 4,5 
Enhancer  
Stock x 100 (A) 0,1% 
ProB x 10 (B) 10% 
in aqua bidest.  
Stock x 100 (A)  
Thenoyltrifluoroacetat 100 mM 
Tri-N-octylphosphinoxid 10 mM 
Ethanol (abs.) 2% (v/v) 
Triton X-100 20% 
in aqua bidest.  
ProB x 10 (B) (zehnfach konzentriert)  
KHphthalat 68 mM 
in Eisessig  
 pH 3,15 
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Europium-Streptavidin  
0,4% in Glycerinpuffer  
Glycerinpuffer  
TRIS 3,03 g 
Glycerin 200 g 
NaN3 0,72 g 
in aqua bidest. 500 ml 
 pH 7,5 
 
2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinbestimmung nach Lowry ist eine zuverlässige Methode zur Bestimmung der Kon-
zentration löslicher und unlöslicher Proteine (Lowry et al. 1951). Sie beruht darauf, dass die 
Proteine zunächst mit einem alkalischen Cu2+-Reagenz eine Komplexverbindung eingehen. 
Der Kupfer-Protein-Komplex bewirkt die Reduktion des Folin-Ciocaltieus Phenolreagenz 
dadurch, dass innerhalb der Komplex-Verbindung Cu2+ zu Cu+ reduziert wird. Bei der Re-
duktion erfährt das Folin-Reagenz einen Farbumschlag von gelb nach blau. Die resultierende 
Blaufärbung wird zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration genutzt. 
2.8.1 Durchführung des Assays 
Nach den Experimenten wurden die Zellen, wie unter 2.4.1 beschrieben, fixiert und von dem 
wässrigen Überstand getrennt. Nach Hydrolyse der Proteinproben in 1 M Natronlauge 
(NaOH) und geeigneter Verdünnung mit 0,8 M NaOH wurde die Bestimmung des Proteinge-
haltes durchgeführt. Dazu wurden zunächst die Verdünnungsstufen einer Eichkurve angesetzt, 
die durch Verdünnung einer BSA-Stammlösung mit 0,8 M NaOH entstanden (Angaben in 
µg/ml): 
Tabelle 2.13: BSA-Konzentration der Eichkurve in µg/ml 
0 50 100 150 250 500 750 1000 
Je 20 µl der Verdünnungsstufen und der Proteinproben, 30 µl 0,8 M NaOH und 150 µl Kup-
ferreagenz (carbonate treated copper) wurden pro well einer Mikrotiterplatte (Immunoplatte 
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F96 Maxisorp, Nunc-Immuno plate, 4-42404, Nunc GmbH und Co KG, Wiesbaden, 
Deutschland) für 10 min inkubiert. Während dieser Inkubation erfolgt die Bildung der Kup-
fer-Protein-Komplexe. Mit der folgenden Zugabe des Folinreagenzes (100 µl) begann die 
Farbreaktion mit dem komplexierten Kupfer. Die Extinktion des tiefblauen Farbstoffes wurde 
bei 620 nm mit einem Photometer (Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, Germany) gemes-
sen. Die Messung musste innerhalb einer Stunde erfolgen, da die Färbung instabil ist. Die 
Proteinmenge korreliert direkt mit der Intensität der Färbung. 
2.9 Statistik 
Unter definierten Messbedingungen wurden für jedes Experiment n unabhängige Versuchs-
reihen durchgeführt. Innerhalb dieser Versuchsreihen wurde jeder Parameter anhand von 3 - 
7 Proben bestimmt, die als Duplikat oder Triplikat gemessen wurden. Die Ergebnisse wurden 
mit statistischen Standardverfahren als Mittelwert ± SEM aus der Anzahl der Experimente 
berechnet und mittels Student’s t-test auf Signifikanzen überprüft. Das Signifikanzniveau 
wurde auf p≤0,05 festgelegt.  
2.10 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders im Text vermerkt, p. a. bezogen. 
2.10.1 Zellkultivierung 
  
Tabelle 2.14 
Zellkulturmedien  
Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium 
ohne L-Glutamin und Phenolrot (HEPES) 
ICN Biochemicals GmbH 916-427-54 
Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium 
mit Phenolrot (DMEM) 
ICN Biochemicals GmbH 1234254 
Ham-F10 41550 Gibco 
Mediumzusätze  
Fetales Kälberserum (FKS) Gibco BRL 10106-078 
HEPES ICN Biochemicals 105593 
Nutrient Mixture F-10 Gibco Life Technologies 31550-023 
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Penicillin/Streptomycin/Glutamine (PSG) Invitrogen Life Technologies 10378016 
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, 
BSA) 
Sigma A 7906 
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) Sigma P8139 
Ultroser G Life Technologies A194 15950017 
Enzyme  
Trypsin Sigma T0303 
Puffersubstanzen  
Phosphate Bufferd Saline (PBS(-)) BioWhittaker 16-006Y 
Farbreagenzien  
Trypanblau Gibco Life Technologies PL15250-061 
Sonstige Chemikalien  
Diethylether Merck 1.00926.1000 
Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA) Sigma E1644 
Trichloressigsäure (TCA) Merck 1.00807.0250 
2.10.2 Inhibitoren und Stimulantien 
 
Tabelle 2.15 
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) Sigma I4879 
Trequinsin Hydrochlorid Sigma T2057 
DETA NONOate Alexis Biochemicals 430-014-M005 
PAPA NONOate Alexis Biochemicals 430-016-M005 
Sydnonimin (SIN-1) Alexis Biomedicals 430-002-M010 
humanes atriales natriuretisches Peptid (h-α-
ANP) 
Bachem Biochemica H-2100.1000 
2.10.3 Radioimmunoassay (RIA) 
 
Tabelle 2.16 
Antikörper  
Kaninchen γ-Globulin Sigma G0261 
Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper DIANOVA 
Radiochemikalien  
[125I]-Cyclic GMP (NEX131) PerkinElmer Life Science, Belgien 
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Puffersubstanzen  
Natriumacetat wasserfrei (CH3COONa)  Merck 6268 
Sonstige Chemikalien und Substanzen  
c-GMP Natriumsalz Sigma G 6129 
Natriumazid (NaN3) Merck 8.22335.0100 
Natriumchlorid (NaCl), Merck 1.06404.1000  
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, 
BSA) 
Sigma A 7906 
2.10.4 Fluoreszenzimmunoassay (FIA) 
 
Tabelle 2.17 
Antikörper  
Kaninchen-anti-Ziege-Antikörper Dako Z0454 
Ziege-anti-cAMP-Antikörper Linco 121-205 
Europium-markiertes Streptavidin Delfia 1244-360 
Detergenzien  
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100) Sigma X-100 
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20) Sigma P7949 
Puffersubstanzen  
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4·2H2O) Merck 1.06580.0500 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck 1.4873.1000 
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck 6392 
Natriumchlorid (NaCl)  Merck 1.06404.1000 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck 6329 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4.H2O)  Merck 6346 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Merck 1.08382.0100 
Sonstige Chemikalien und Substanzen  
Aceton Sigma A4206 
Bernsteinsäureanhydrid Sigma S7626 
cAMP Sigma A 4137 
Essigsäure (100%) Merck 63 E 
Ethanol (abs.) Merck 1.00983.1011 
Glycerin  Merck 4093 
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Kaliumchlorid (KCl) Merck 1.04936.1000 
Kaliumhydrogenphthalat (KHphthalat)  Merck 4874 
Natriumazid (NaN3)  Merck 8.22335.0100 
Natriumhydroxid (NaOH) 32%ig Merck 1.05590.2500 
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA) Sigma A7906 
Salzsäure (HCl) 32%ig  Merck 313.2500 
Salzsäure (HCl) 1N Merck 1.09057.1000 
Thenoyltrifluoroacetat Sigma T 9888 
Triethylamin Aldrich 23.962 
Tri-N-octylphosphinoxid Merck 814868 
2.10.5 Proteinbestimmung nach Lowry 
 
Tabelle 2.18: 
Farbreagenzien  
Folin-Ciocaltieus Phenolreagenz Merck 9001 
Detergenzien  
n-Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) Merck 13760 
Puffersubstanzen  
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck 6392 
Sonstige Chemikalien und Substanzen  
Di-Natrium-Tartrat-Dihydrat Merck 6663 
Kupfersulfat-5-Hydrat (CuSO4.5H20) Merck 2790 
Natriumhydroxid (NaOH)  Merck 1.09137.10006469 
Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA) Sigma A 7906 
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3 Ergebnisse  
3.1 Zelladhäsion unter Hypergravitationsbedingungen 
Der Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Spiegel melanozytärer Zellen wurde bereits 
in einer früheren Studie unter der Bedingung untersucht, dass der Abbau des sekundären Bo-
tenstoffes cGMP durch Zugabe des Phosphodiesterase-Inhibitors IBMX gehemmt war (Iva-
nova et al. 2004). Aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchungen wurde in der vorliegenden 
Arbeit die cGMP-Konzentration melanozytärer Zellen durch Stimulation mit den direkten 
NO-Donoren PAPA- und DETA/NO erhöht, um den Einfluss von Hypergravitation auf den 
cGMP-Efflux zu untersuchen. Dazu mussten zunächst die Adhäsionsbedingungen für die 
normalen Melanozyten und Melanomzellen modifiziert werden, um Deadhäsionsvorgänge so 
gering wie möglich zu halten. Weiter wurden die Stimulationsbedingungen für diese Untersu-
chungen geschaffen, indem verschiedene NO-Donoren getestet und bezüglich ihrer Konzen-
tration, der Inkubationszeit und der Zentrifugationsparameter optimiert wurden. 
3.1.1 Adhäsionsparameter  
Alle Voruntersuchungen zur Optimierung der Adhäsions-, Stimulations- und Zentrifugati-
onsparameter wurden mit nichtmetastasierenden Melanomzellen in einer Dichte von 0,25x106 
Zellen pro 12,5 cm2 Wachstumsfläche durchgeführt, welche auch als Kontrolle diente 
(0,25x106 = 100%). Als Versuchsgefäße wurden Kulturflaschen (Falcon 3018) verwendet, die 
sich bereits für Zentrifugationsuntersuchungen und als Substrat für die adhärenten melanozy-
tären Zellen als geeignet erwiesen haben. Untersuchungen unter 1xg-Bedingungen haben ge-
zeigt, dass die Adhäsionseffizienz der nichtmetastasierenden Melanomzellen in den Ver-
suchsgefäßen nach einer Inkubationszeit von 24 h unter Kulturbedingungen (37°C, 95 Vol% 
Luftfeuchte und 5 Vol% CO2) in DMEM-Medium (2 ml) am größten ist und dass die Zellzahl 
stabil bleibt, wenn das DMEM-Medium vor weiteren Untersuchungen durch DMEM-BSA-
Medium (2 ml) ersetzt wird (Ivanova et al. 2004). Im Hinblick auf die Untersuchungen in 
Gegenwart von NO-Donoren und der Kurz- und Langzeitzentrifugationen wurde dieses Ver-
fahren erneut getestet. 
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Die in Abbildung 3.1.1 dargestellten vergleichenden Untersuchungen unter 1xg- und 5xg-Be-
dingungen haben gezeigt, dass sich die Adhäsionseffizienz in DMEM-BSA-Medium nach 24 
h unter 5xg-Bedingungen nicht von der der korrespondierenden 1xg-Kontrolle und der ent-
sprechenden Kontrolle in DMEM-Medium unterschied. Die Zellzahl blieb unter Zentrifugati-
onsbedingungen ebenfalls stabil. In DMEM-Medium ist die Adhäsionseffizienz im Vergleich 
zur korrespondierenden 1xg-Kontrolle nach 24 h unter 5xg-Bedingungen ebenfalls unverän-
dert, die Zellzahl nimmt hier wahrscheinlich aufgrund von Proliferation zu. In dem mitogen-
defizienten DMEM-BSA-Medium hatten nach 24 h 90% ± 10% der Ausgangszellzahl (100%) 
an das Substrat adhäriert. Die Zellzahl hatte sich nicht verändert und die Vitalität der Zellen 
lag bei ca. 97%. Die Zellzahl hatte in DMEM-Medium nach 24 h im Vergleich zur Ausgangs-
zellzahl (100%) um 18% ± 5% zugenommen, und die Adhäsionseffizienz der Zellen lag bei 
100%. Die Zusammensetzung des Mediums hatte auf die Vitalität und die Morphologie der 
Zellen keinen Einfluss.  
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Neben der stabilen Form der Voradhäsion wurde die Adhäsionseffizienz auch während der 
Zentrifugation und nach 4 h Inkubation unter Kulturbedingungen analysiert. Zusätzlich wur-
den in diesen Untersuchungen auch verschiedene Beschleunigungen (2xg, 5xg und 9xg) be-
züglich ihres Einflusses auf die Adhäsionseffizienz untersucht. Da in bisherigen Mikrogravi-
tationsstudien sowohl in Simulationen “am Boden“, als auch in Weltraummissionen nur rand-
volle Versuchsgefäße eingesetzt werden konnten, wurde diese Möglichkeit für die Zentrifu-
gationsexperimente ebenfalls getestet.  
Abbildung 3.1.2 zeigt, dass ohne eine Voradhäsion unter 1xg-Bedingungen die Adhäsionsef-
fizienz nach 24 h Zentrifugation (2xg, 5xg und 9xg) in einem Volumen von 2 ml im Ver-
gleich zur 1xg-Kontrolle (Vitalität bei ca. 97%) stark abgenommen hat. Unter 2xg-Bedingun-
gen waren nach 24 h 75% ± 8% (Vitalität ca. 84%) der Zellen adhärent, bei 5xg waren es 
50% ± 10% (Vitalität ca. 70%) und bei 9xg nur noch 30% ± 6% (Vitalität ca. 41%). Die mi-
kroskopische Untersuchung zeigte, dass die Zellen nicht mehr gleichmäßig auf dem Substrat 
verteilt waren, sondern sich hauptsächlich an den Rändern der Versuchsgefäße befanden.  
Auch in den maximal befüllten Versuchsgefäßen waren die Zellen nach 24 h Zentrifugation 
im Vergleich zur 1xg-Kontrolle nicht gleichmäßig auf dem Substrat, sondern an den Rändern 
der Gefäße angeordnet, obgleich es hier nicht zu einem so großen Verlust von Zellen kam, 
wie Abbildung 3.1.2 zeigt. Im Vergleich zur 1xg-Kontrolle hatte sich die Anzahl adhärenter 
Zellen nach 24 h weder unter 2xg- noch unter 5xg- oder 9xg-Bedingungen verändert. Die 
Vitalität der Zellen lag nach der Zentrifugation bei ca. 97%. 
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Zusätzlich wurde untersucht, wie sich eine Voradhäsion von 4 h auf die Adhäsionseffizienz 
der 1F6-Zellen unter Hypergravitationsbedingungen (2xg, 5xg und 9xg) auswirkt. Dazu wur-
den nach 24 h Vitalität, Morphologie und die Anteile adhärenter und abgelöster Zellen be-
stimmt und mit der 1xg-Kontrolle (100%) verglichen.  
Abbildung 3.1.3 zeigt, dass nach 4 h Voradhäsion der Anteil adhärenter Zellen in den Proben 
aller Beschleunigungsstufen gegenüber der 1xg-Kontrolle abnimmt. Verglichen mit der 1xg-
Kontrolle (100%) waren nach 24 h unter 9xg-Bedingungen noch 40% ± 2% der eingesetzten 
Zellen adhärent, bei 2xg waren es noch ca. 70% ± 5%, und unter 5xg waren ca. 80% ± 3% der 
eingesetzten Zellen noch adhärent. Die Vitalität lag zwischen 85% und 95%. Nach 4 h Vorin-
kubation war es wahrscheinlich noch nicht zu einer ausreichend stabilen Adhäsion der Zellen 
gekommen. Die Untersuchungen zur Morphologie zeigten, dass die Zellen nach 4 h keine 
morphologischen Abweichungen mehr aufwiesen. Dass es dennoch zu den beschriebenen 
Deadhäsionen kam, ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass nach 4 h die Adhäsions-
moleküle und damit verbunden die Zell-Substrat-Verbindungen noch nicht ausreichend aus-
geprägt waren.  
Ergebnisse 
 - 58 - 
 
Für Zentrifugationsexperimente ist die Adhäsionseffizienz wie auch eine stabile Zellzahl ent-
scheidend. Zur effizienten Adhäsion wurden die Zellen daher vor den Hypergravitationsexpe-
rimenten 24 h in DMEM-Medium (2 ml) inkubiert und die Zellzahl erneut bestimmt. Die an-
schließenden Zentrifugationen erfolgten in 2 ml mitogen-defizientem DMEM-BSA-Medium. 
Da in Gefäßen, die mit einem Volumen von 2 ml befüllt waren, eine gesättigte CO2-Atmo-
sphäre entstehen konnte, was in den maximal befüllten Gefäßen nicht möglich war, und da die 
Daten aus Experimenten in 2 ml Medium den Vergleich mit Ergebnissen aus vorherigen Stu-
dien ermöglichten, wurden alle folgenden Experimente in 2 ml Medium durchgeführt, die 
auch den Kulturbedingungen entsprachen (siehe Abschnitt 2.1.3). Zudem konnten Zugabe 
und Konzentration von NO-Donoren und Inhibitoren zu 2 ml Medium leicht optimiert wer-
den. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass eine Beschleunigung von mehr als 5xg die 
biochemischen Veränderungen nicht weiter verstärkt (Ivanova et al. 2004), so dass auch in 
der vorliegenden Arbeit alle weiteren Untersuchungen bei einer Beschleunigung von 5xg 
durchgeführt wurden.  
Um die Adhäsionseffizienz in Abhängigkeit von der Dauer der Inkubation zu optimieren, 
wurden Inkubationszeiten bis zu 72 h getestet. Abbildung 3.1.4 zeigt, dass es nach 24 h Vor-
inkubation in DMEM-Medium und anschließender Inkubation (24 h) unter 1xg-Bedingungen 
zu einer Deadhäsion von 6% ± 1% und unter 5xg-Bedingungen von 14% ± 2% im Vergleich 
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zur Ausgangszellzahl (100%) kam. Mikroskopische Untersuchungen bestätigten, dass es nicht 
zu morphologischen Veränderungen der Zellen kam (siehe Abb 3.1.11 und 3.1.12 A und B).  
Bei einer Zentrifugationsdauer von 48 h kam es ebenfalls nicht zu morphologischen Verände-
rungen der Zellen. Abbildung 3.1.4 zeigt, dass der Anteil adhärenter Zellen unter 1xg-Bedin-
gungen bei 80% ± 4% lag und unter 5xg-Bedingungen auf 66% ± 8% abnahm. Eine längere 
Inkubation bis zu 72 h reduzierte den Anteil adhärenter Zellen auf 32% ± 2% unter 1xg-Be-
dingungen und 20% ± 3% unter 5xg-Bedingungen. Dieser hohe Verlust von Zellen ist wahr-
scheinlich auf den Mangel an Wachstumsfaktoren und die Zunahme toxischer Metaboliten im 
Medium zurückzuführen.  
Die Untersuchungen zur Vitalität der Zellen haben ergeben, dass der Anteil vitaler Zellen 
nach 24 h unter 5xg-Bedingungen bei ca. 96% lag, nach 48 h auf ca. 80% und nach 72 h auf 
30% sank. Langzeitzentrifugationen wurden aufgrund dieser Ergebnisse bis zu einer Dauer 
von 24 h durchgeführt. 
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3.1.2 Stimulationsbedingungen 
Um den Einfluss von Hypergravitation auf NO-stimulierte melanozytäre Zellen zu untersu-
chen, wurden unterschiedliche NO-Donoren bezüglich ihres Einflusses auf Adhäsion und 
Morphologie getestet. Einwirkzeit und Konzentration wurden entsprechend optimiert.  
Für Kurzzeitzentrifugationen (1,5 h – 6 h) wurde der indirekte NO-Donor SIN-1 (t1/2 
~ 35 min, pH 7,4 und 37°C) untersucht. Bei SIN-1 handelt es sich um den reaktiven Metaboli-
ten von Molsidomin, einem Donor von NO-Redox-Spezies, dessen Zerfall in Lösung licht- 
und pH-abhängig ist. In Gegenwart von Sauerstoff entstehen bei diesem Zerfall Stickstoffmo-
noxid und das Superoxid-Anion. Dieses kann mit NO weiter zu reaktiven Stickoxid-Sauer-
stoff-Spezies (RNOS) wie Peroxinitrit (ONOO) reagieren, die eine cytotoxische Wirkung 
haben können. 
Für Langzeitzentrifugationen (24 h) wurde der direkte NO-Donor DETA/NO (t1/2 ≥ 500 min, 
pH 7,4 und 37°C) in den Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,5 mM und 5,0 mM 
getestet. DETA/NO setzt bei Zerfall in Pufferlösung pro Mol Substanz zwei Mol NO frei, 
ohne dass weitere Radikale entstehen.  
Für die Untersuchungen wurden nichtmetastasierende Melanomzellen (1F6) (Ausgangszell-
zahl: 0,25x106 Zellen pro 12,5 cm2) verwendet, die nach 24 h Voradhäsion unter Lichtaus-
schluss mit der jeweiligen Substanz stimuliert und bei 1xg oder 5xg inkubiert wurden. Nach 
der Inkubation wurde der prozentuale Anteil adhärenter Zellen im Vergleich zur jeweils un-
stimulierten Beschleunigungskontrolle (100%) bestimmt und die Morphologie mikroskopisch 
untersucht und dokumentiert (siehe Abschnitt 3.1.3). 
3.1.2.1 Stimulation bei Langzeitzentrifugation (24 h) 
In den Langzeitzentrifugationen wurden neben den verschiedenen DETA/NO-Konzentratio-
nen auch IBMX und Trequinsin bezüglich ihres Einflusses auf die Adhäsion unter 1xg- und 
5xg-Bedingungen getestet. Die Vitalität der eingesetzten Zellsuspension lag bei 96%.  
Abbildung 3.1.5 zeigt, dass die Adhäsionseffizienz in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO 
sowohl unter 1xg- wie auch unter 5xg-Bedingungen im Vergleich zur entsprechenden unsti-
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mulierten Beschleunigungskontrolle (100%) bei 92% ± 2% lag. In Gegenwart von 0,5 mM 
DETA/NO deadhärierten unter 1xg-Bedingungen 26% ± 7% der Zellen, unter 5xg-Bedingun-
gen waren es 30% ± 8%. In Gegenwart von 1,0 mM DETA/NO kam es unter 1xg-Bedingun-
gen zu einer Deadhäsion von 25% ± 4%, bei Zentrifugation deadhärierten 32% ± 6% im Ver-
gleich zur unstimulierten korrespondierenden Kontrolle. Konzentrationen von 2,5 mM und 
5,0 mM DETA/NO lösten unter 1xg-Bedingungen eine Deadhäsion von 96% bzw. 98% ± 2% 
aus, und unter 5xg-Bedingungen waren in Gegenwart dieser Konzentrationen keine adhären-
ten Zellen mehr nachweisbar. IBMX hatte keinen Einfluss auf die Morphologie und Deadhä-
sion der Zellen. 
 
Die gleichen Untersuchungen wurden auch in Gegenwart von 1 µM Trequinsin durchgeführt, 
um Effekte der Substanz, z. B. Deadhäsion als Folge toxischer Wirkung, auf die Zellen auszu-
schließen. Abbildung 3.1.6 beschreibt nahezu die gleichen Deadhäsionsprozesse wie Abbil-
dung 3.1.5. Die Gegenwart von Trequinsin (1 µM) hatte genau wie die von IBMX (0,1 mM) 
keinen Einfluss auf die Adhäsionseffizienz der Zellen. 
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3.1.2.2 Stimulation bei Kurzzeitzentrifugation 
Um Effekte von Kurzzeitzentrifugationen (1,5 h und 3 h bei 5xg) auf die Adhäsionseffizienz 
und Morphologie (siehe Abschnitt 3.1.3) NO-stimulierter 1F6-Zellen zu untersuchen, wurde 
SIN-1 (siehe Abschnitt 3.2.1) in den Konzentrationen 0,5 mM und 1,0 mM verwendet. 
Die Vitalität der eingesetzten Zellsuspension lag bei 97%. Abbildung 3.1.7 zeigt, dass nach 
1,5 h die Adhäsionseffizienz in Gegenwart von 0,5 mM SIN-1 unter 1xg-Bedingungen im 
Vergleich zur korrespondierenden unstimulierten Kontrolle bei 76% ± 2% lag, unter 5xg-Be-
dingungen waren es 67% ± 2%. Nach 1,5 h in Gegenwart von 1,0 mM SIN-1 betrug die Ad-
häsionseffizienz unter 1xg-Bedingungen noch 70% ± 2%, in den zentrifugierten Proben waren 
im Vergleich zur unstimulierten Beschleunigungskontrolle noch 64% ± 1% der Zellen adhä-
rent. 
Nach 3 h in Gegenwart von 0,5 mM SIN-1 waren im Vergleich zur korrespondierenden un-
stimulierten Kontrolle unter 1xg-Bedingungen noch 56% ± 2% adhärent, unter 5xg-Bedin-
gungen waren es 47% ± 4%. In Gegenwart von 1,0 mM SIN-1 waren nach 3 h unter 1xg-Be-
dingungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle noch 54% ± 6% der Zellen adhärent, 
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unter Hypergravitation waren es 40% ± 2%. Die Morphologie der Zellen wurde mikrosko-
pisch kontrolliert und dokumentiert (siehe Abschnitt 3.1.4). 
 
Die Abbildungen 3.1.5 bis 3.1.7 zeigen, dass es, ausgelöst durch SIN-1, sehr wahrscheinlich 
eine konzentrationsabhängige Reduktion der Adhäsionseffizienz der nichtmetastasierenden 
Melanomzellen (1F6) gab, die auf eine Veränderung des „Integrin-Make-up“ in Gegenwart 
von SIN-1 zurückzuführen sein könnte. 
3.1.3 Morphologie nichtmetastasierender Melanomzellen (1F6) 
Die morphologischen Veränderungen nichtmetastasierender (1F6) und hochmetastasierender 
(BLM) Melanomzellen wurden nach Inkubationszeiten zwischen 1,5 h und 48 h unter 1xg- 
und 5xg-Bedingungen in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des direkten NO-Donors 
DETA/NO und des indirekten NO-Donors SIN-1 und von ANP (atriales natriuretisches Pep-
tid, 1 µM) mikroskopisch kontrolliert und dokumentiert. Für die Untersuchungen wurden die 
1F6-Zellen wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, vorbereitet und wie in Abschnitt 3.1.2 be-
schrieben, stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen, die unter gleichen Umge-
bungsbedingungen bei 1xg bzw. 5xg inkubiert wurden (A und B der Abbildungen 3.1.8 bis 
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3.1.13). Diese Zellen hatten mindestens zwei, meist aber mehr dendritische Ausläufer und 
zeigten eine flächig ausgebreitete, schlanke und klar umrissene Gestalt. 
3.1.3.1 Morphologie in Gegenwart von SIN-1 
Abbildung 3.1.8 zeigt die Veränderung der Morphologie von 1F6-Zellen innerhalb einer In-
kubationszeit von 1,5 h bei ansteigender SIN-1-Konzentration. Bis zu einer Konzentration 
von 0,5 mM SIN-1 kam es weder unter 1xg- noch unter 5xg-Bedingungen zu einer deutlichen 
morphologischen Veränderung (Abb. 3.1.8 C - F), nur ein geringer Teil der Zellen zeigte 
eine leicht abgerundete Form. In Gegenwart von 1,0 mM SIN-1 begannen 20% bis 30% der 
Zellen unter 1xg- und 5xg-Bedingungen sich abzurunden, die Zellen zeigten dann statt einer 
ausgebreiteten, klar umrissenen Morphologie eine dickliche, im Zentrum bereits kugelige 
Gestalt und eine reduzierte Zahl an verkürzten dendritischen Fortsätzen (G - H). Durch Sti-
mulation mit 2,5 mM SIN-1 vergrößerte sich der Anteil von Zellen mit dieser Morphologie 
auf ca. 75% unter 1xg- und 5xg-Bedingungen, ein Teil der Zellen war bereits vollkommen 
abgerundet. In dieser Form hatten die Zellen wahrscheinlich kaum noch Kontakt zum Sub-
strat, so dass es leicht zu einer Ablösung kommen konnte (I - J). Die Stimulation mit 5,0 mM 
SIN-1 löste bei nahezu allen Zellen die vollständige Abrundung aus. Nur vereinzelt waren 
noch dendritische Ausläufer zu sehen (K - L). In Abbildung 3.1.9 sind die morphologischen 
Veränderungen nach 3 h in Gegenwart der bereits beschriebenen SIN-1-Konzentrationen dar-
gestellt. Die Darstellung zeigt, dass sich die für 1,5 h beschriebenen Veränderungen nach 3 h 
weiter intensiviert hatten. So begannen nach 3 h Inkubation die Zellen bereits bei einer Kon-
zentration von 0,5 mM SIN-1 (Abb. 3.1.9 E und F) sich abzurunden. Nach 6 h (Abb. 3.1.10) 
und 24 h (Abb. 3.1.11) unter den beschriebenen Bedingungen waren in Gegenwart von 
0,1 mM SIN-1 in den 1xg-Kontrollen vereinzelt Zellen zu sehen, deren Zentrum dicklich ver-
ändert war, unter 5xg-Bedingungen veränderten sich die Zellen gleichermaßen (A - D). Die 
Anzahl abgerundeter Zellen hatte bei 0,5 mM SIN-1 sowohl in den zentrifugierten wie auch 
in den nichtzentrifugierten Proben deutlich zugenommen (E - F). Bei Konzentrationen zwi-
schen 1,0 mM und 5,0 mM SIN-1 (G - L) waren nahezu alle Zellen abgerundet und hatten 
keinen Kontakt mehr zum Substrat, sondern befanden sich im Medium. 
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3.1.3.2 Morphologie in Gegenwart von DETA/NO 
Um die morphologischen Veränderungen nichtmetastasierender Melanomzellen (1F6) durch 
verschiedene Konzentrationen DETA/NO (0,1 mM, 1,0 mM, 2,5 mM und 5,0 mM) zu unter-
suchen, wurden die Zellen sofort nach der Stimulation für 24 h bei 5xg zentrifugiert bzw. bei 
1xg inkubiert. Nach 24 h wurde die Morphologie mikroskopisch kontrolliert und dokumen-
tiert. Abbildung 3.1.12 zeigt, dass sich die Morphologie der Zellen auch hier in Abhängigkeit 
von der Konzentration des NO-Donors veränderte. Nach 24 h in Gegenwart von 0,1 mM  
DETA/NO (C - D) zeigten im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle weder die zentrifu-
gierten noch die nichtzentrifugierten Zellen morphologische Veränderungen. Eine Konzentra-
tion von 1,0 mM DETA/NO (E und F) hingegen rief morphologische Veränderungen hervor. 
Die Zellen veränderten ihre Morphologie dahingehend, dass sich die langen schmalen dendri-
tischen Ausläufer verkürzten und eine verbreiterte und verdickte Gestalt annahmen. Sie hatten 
in diesem Zustand sehr wahrscheinlich noch adhäsiven Kontakt zum Substrat, dieser war aber 
wahrscheinlich in seiner Stabilität eingeschränkt, so dass es zu Deadhäsionen zwischen 25% 
und 30% kam (siehe Abb. 3.1.5). Höhere Konzentrationen bis zu 5,0 mM DETA/NO (G - J) 
führten dazu, dass sich der größte Teil der Zellen vollständig abrundete. Diese Zellen hatten 
keinen Kontakt mehr zum Substrat und befanden sich abgelöst im Medium.  
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Die morphologischen Untersuchungen mit SIN-1 und DETA/NO (Abb. 3.1.8 - 3.1.12) haben 
gezeigt, dass weder SIN-1 noch DETA/NO in einer Konzentration von 0,1 mM bei Inkuba-
tion bis zu 24 h toxisch waren und in dieser Konzentration keine morphologischen Verände-
rungen in den Zellen hervorriefen, so dass es auch nicht zu nennenswerten Deadhäsionen 
kam. SIN-1 hatte in Abhängigkeit von der Konzentration eine stärkere cytotoxische Wirkung 
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als DETA/NO. Bereits nach 1,5 h in Gegenwart von 1,0 mM SIN-1 begannen die Zellen sich 
abzurunden (Abb. 3.1.8 G und H), der Kontakt zum Substrat ging verloren und die Zellen 
deadhärierten. Die stärkere Toxizität von SIN-1 gegenüber DETA/NO ist wahrscheinlich dar-
auf zurückzuführen, dass beim Zerfall von SIN-1 neben NO auch Peroxynitrite entstehen 
können, während aus DETA/NO nur NO entsteht. 
In Abhängigkeit von Konzentration und Inkubationszeit führten die NO-Donoren wahr-
scheinlich dadurch zu Veränderungen der Zell-Substrat-Interaktionen, dass sich die Affinität 
zwischen den für die Adhäsion mitverantwortlichen Integrinen und dem Substrat verändert 
hatte.  
3.1.4 Morphologie hochmetastasierender Melanomzellen (BLM) 
Hochmetastasierende BLM-Melanomzellen sind im Vergleich zu den nichtmetastasierenden 
Zellen insgesamt dicker. Sie haben wesentlich kürzere dendritische Ausläufer, die deutlich 
dicker sind als die der nichtmetastasierenden 1F6-Zellen. 
3.1.4.1 Morphologie in Gegenwart von ANP (1 µM) und DETA/NO 
Die BLM-Zellen wurden nach Voradhäsion (24 h) ebenfalls unter Lichtausschluss mit ANP 
(1 µM) oder verschiedenen Konzentrationen DETA/NO stimuliert und sofort zentrifugiert 
bzw. bei 1xg inkubiert und nach Ablauf der Inkubationszeit mikroskopisch kontrolliert. Ab-
bildung 3.1.13 zeigt, dass es weder nach 1 h noch 4 h unter 1xg- oder 5xg-Bedingungen in 
Gegenwart von ANP zu morphologischen Veränderungen der Zellen kam. 
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Die morphologischen Veränderungen in Gegenwart von DETA/NO zeigt Abbildung 3.1.14. 
Eine Konzentration von 0,1 mM DETA/NO hatte weder auf die Morphologie der zentrifu-
gierten noch auf die der nichtzentrifugierten BLM-Zellen (C - D) Einfluss. Ab einer Kon-
zentration von 1,0 mM DETA/NO begannen die Zellen sich abzurunden und dabei unregel-
mäßige und „ausgefranste“ Formen anzunehmen, 5xg-Bedingungen verstärkten diesen Effekt 
(E - F). Nach 24 h in Anwesenheit von 5,0 mM DETA/NO waren in den 1xg-Kontrollen alle 
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Zellen abgerundet. Da sie noch auf der Bewuchsfläche zu sehen waren, kann man vermuten, 
dass sie leichten Kontakt zum Substrat hatten. In der 5xg-Probe waren fast keine Zellen mehr 
vorhanden (I - J).  
 
Anhand der in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse wurden für die folgenden Untersu-
chungen zum Einfluss von Hypergravitation auf den cGMP-Spiegel NO-stimulierter melano-
zytärer Zellen NONOate als direkte NO-Donoren eingesetzt, bei deren Zerfall es nicht zur 
Bildung von NO-Redoxspezies kommt. Für Kurzzeitzentrifugationen (1 h - 6 h) wurde  
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PAPA/NO in den Konzentrationen 0,1 mM und 1,0 mM verwendet, Langzeitzentrifugationen 
(bis zu 24 h) wurden in Gegenwart von DETA/NO (0,1 mM und 1,0 mM) durchgeführt. Eine 
Konzentration von 0,1 mM dieser Substanzen hatte keinen Einfluss auf die Deadhäsion, und 
auch die Morphologie veränderte sich nicht im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Daher 
eignet sich diese Konzentration, um NO-induzierte Effekte auf die cGMP-Konzentration zu 
untersuchen. Mit der höheren Konzentration von 1,0 mM konnte untersucht werden, wie sich 
Hypergravitation auf die Deadhäsion stimulierter Zellen auswirkt. Die Gegenwart des unspe-
zifischen PDE Inhibitors IBMX (0,1 mM) oder des hochselektiven MRP 4/5- und PDE 5-In-
hibitors Trequinsin (1 µM) hatte keinen Einfluss auf die Zell-Substrat-Interaktion und löste 
keine Deadhäsion aus. 
Alle Zelllinien wurden vor den Zentrifugationen für 24 h in DMEM-Medium unter Kulturbe-
dingungen inkubiert, das Kulturmedium anschließend durch 2 ml DMEM-BSA-Medium er-
setzt, das 0,1 mM IBMX oder 1 µM Trequinsin enthielt. Dann erfolgte je nach Zentrifugati-
onsdauer die Stimulation mit PAPA/NO (1 h – 6 h) oder DETA/NO (6 h – 24 h) unter Licht-
ausschluss und anschließend die Zentrifugation bei 5xg.  
3.2 Zeitabhängigkeit des intra- und extrazellulären Anstiegs des 
cGMP-Spiegels humaner Melanozyten und Melanomzellen nach 
Stimulation mit NO-Donoren unter 1xg-Bedingungen 
Untersuchungen des cGMP-Spiegels melanozytärer Zellen wurden in vorangegangenen Stu-
dien unter der Bedingung durchgeführt, dass der endogene Abbau des sekundären Botenstof-
fes inhibiert und die cGMP-Konzentration so erhöht war. Unter diesen Voraussetzungen 
zeigten sich unter Hypergravitationsbedingungen nach 24 h eine Abnahme der intrazellulären 
und eine Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentration. Um diesen cGMP-Efflux in 
melanozytären Zellen zu charakterisieren, sollte in den vorliegenden Untersuchungen, 
zusätzlich zur Inhibierung der endogenen Hydrolyse von cGMP, die cGMP-Konzentration 
durch Zugabe von direkten NO-Donoren erhöht werden. 
Zur Standardisierung der experimentellen Bedingungen für diese Untersuchungen wurde zu-
nächst die Stimulierbarkeit der normalen Melanozyten und Melanomzellen durch die NO-
Donoren sowie die Zeitabhängigkeit der Veränderung der cGMP-Konzentration in Gegenwart 
der NONOate (PAPA/NO und DETA/NO) unter 1xg-Bedingungen untersucht. 
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Dazu wurden normale humane Melanozyten (Mf 9505), „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten 
(Mh 9512) (siehe Abschnitt 2.1.1), nichtmetastasierende (1F6) und hochmetastasierende 
(BLM) Melanomzellen in einer Dichte von 0,20 – 0,25x106 Zellen pro Versuchsgefäß für 
24 h unter Kulturbedingungen (siehe Abschnitt 2.1.3) inkubiert und das Kulturmedium dann 
gegen DMEM-BSA-Medium (2 ml), dem 0,1 mM IBMX zugesetzt war, getauscht.  
Für Kurzzeitinkubationen (1 h – 6 h) wurden die Zellen danach mit PAPA/NO (t1/2  ~ 30 Mi-
nuten, pH 7,4 und 37°C) und für Langzeitinkubationen (24 h) mit DETA/NO (t1/2 ≥ 500 Mi-
nuten, pH 7,4 und 37°C) in den Konzentrationen 0,1 mM und 1,0 mM stimuliert. Die Stimu-
lation wie auch die anschließende Inkubation der Zellen erfolgten unter Lichtausschluss und 
kontrollierten Umgebungsbedingungen von 37°C, 5 Vol% CO2 und 95 Vol% Luftfeuchtig-
keit. 
Die Zellen wurden nach der Inkubation wie unter Abschnitt 2.6.1 beschrieben weiterbehan-
delt und die intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in einem Radioimmunoassay 
(siehe Abschnitt 2.6) in Duplikaten aller Proben bestimmt. Die Ergebnisse dieser Bestimmun-
gen wurden auf den Proteingehalt der Proben (siehe Abschnitt 2.8) normiert, so dass die 
cGMP-Konzentration in pmol cGMP/mg Protein angegeben werden konnte. Die Veränderung 
der cGMP-Konzentrationen der stimulierten Proben wurde im Vergleich zu der unstimulierten 
Kontrolle betrachtet.  
3.2.1 Kurzzeitinkubation 
Bei den Kurzzeituntersuchungen wurden nichtmetastasierende Melanomzellen (1F6) für 1 h, 
4 h und 6 h mit dem direkten NO-Donor PAPA/NO in den Konzentrationen 0,1 mM 
und 1,0 mM inkubiert. Da die hochmetastasierenden Melanomzellen (BLM) keine NO-sensi-
tive GC exprimieren (Ivanova et al. 2001), wurde zur Stimulation der cGMP-Synthese ANP 
(1 µM) verwendet. 
Die folgende Abbildung 3.2.1 zeigt, dass es in den nichtmetastasierenden 1F6-Zellen nach 1 h 
in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzen-
tration um das 3,7 ± 0,4fache kam. Durch Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO war die cGMP-
Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auf das 3,2 ± 0,9fache angestiegen 
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(unstimuliert: 4,58 ± 0,19 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO: 16,82 ± 1,83 pmol 
cGMP/mg Protein; 1,0 mM PAPA/NO: 14,72 ± 4,12 pmol cGMP/mg Protein).  
Die extrazelluläre cGMP-Konzentration zeigte gegenüber der unstimulierten Kontrolle einen 
Anstieg um das 41,1 ± 8,6fache in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO. In Anwesenheit von 
1,0 mM PAPA/NO stieg die cGMP-Konzentration um das 47,0 ± 7,6fache (unstimuliert: 
1,94 ± 0,31 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO: 79,83 ± 16,76 pmol 
cGMP/mg Protein; 1,0 mM PAPA/NO: 91,35 ± 14,84 pmol cGMP/mg Protein). 
 
 
Die Veränderungen der cGMP-Konzentration nach 4 h sind in Abbildung 3.2.2 dargestellt. 
Sie zeigt, dass im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle die intrazelluläre cGMP-Konzentra-
tion in den mit 0,1 mM PAPA/NO stimulierten Proben nach 4 h um das 16,9 ± 0,7fache an-
stieg. Nach 4 h in Gegenwart von 1,0 mM PAPA/NO erreichte die cGMP-Konzentration das 
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18,5 ± 1,4fache der Konzentration der unstimulierten Kontrolle (unstimuliert: 
1,59 ± 0,45 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO: 26,72 ± 1,13 pmol cGMP/mg Pro-
tein; 1,0 mM PAPA/NO: 29,36 ± 2,2 pmol cGMP/mg Protein). 
Die extrazelluläre cGMP-Konzentration stieg nach 4 h in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO 
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 226,8 ± 18,2fache an (unstimuliert: 
1,5 ± 0,07 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO: 340,98 ± 27,5 pmol cGMP/mg Pro-
tein). Die Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO führte nach 4 h zu einer Erhöhung der cGMP-
Konzentration um das 309,7 ± 56,1fache auf 464,55 ± 84,3 pmol cGMP/mg Protein. 
 
 
Die folgende Abbildung 3.2.3 stellt die Veränderungen der cGMP-Konzentration nach 6 h in 
Gegenwart von 0,1 mM und 1,0 mM PAPA/NO dar. Im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle war die intrazelluläre cGMP-Konzentration in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO um 
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das 3,2 ± 0,36fache angestiegen, während die Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO nach 6 h zu 
einem Anstieg der cGMP-Konzentration um das 4,4 ± 0,47fache führte (unstimuliert: 
1,13 ± 0,03 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO: 3,61 ± 0,41 pmol cGMP/mg Pro-
tein; 1,0 mM PAPA/NO: 4,99 ± 0,54 pmol cGMP/mg Protein).  
Die extrazelluläre cGMP-Konzentration der unstimulierten Kontrolle betrug nach 6 h 
3,01 ± 0,14 pmol cGMP/mg Protein. In den mit 0,1 mM PAPA/NO stimulierten Proben war 
sie nach 6 h im Vergleich dazu um das 12,2 ± 0,6fache auf 36,81 ± 1,81 pmol cGMP/mg 
Protein angestiegen. In Gegenwart von 1,0 mM PAPA/NO stieg die cGMP-Konzentration im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 11,1 ± 0,86fache auf 33,38 ± 2,6 pmol 
cGMP/mg Protein an. 
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Die gleiche Untersuchung wurde auch mit DETA/NO als Donor durchgeführt. Die Verände-
rung der cGMP-Konzentrationen nach 6 h in Gegenwart von 0,1 mM und 1,0 mM des Lang-
zeit-Donors DETA/NO zeigt Abbildung 3.2.4. 
Sechs Stunden nach der Stimulation mit 0,1 mM DETA/NO kam es im Vergleich zur unsti-
mulierten Kontrolle zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration um das 
2,7 ± 0,6fache. Die Stimulation mit 1,0 mM DETA/NO hatte die intrazelluläre cGMP-Kon-
zentration um das 15,7 ± 1,86fache erhöht (unstimuliert: 1,33 ± 0,01 pmol cGMP/mg Protein; 
0,1 mM DETA/NO: 3,56 ± 0,81 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO: 
20,83 ± 2,47 pmol cGMP/mg Protein).  
Die extrazelluläre cGMP-Konzentration war nach 6 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO 
auf das 18,3 ± 1,56fache angestiegen, in Gegenwart von 1,0 mM DETA/NO kam es zu einem 
127,6 ± 10fachen Anstieg (unstimuliert: 1,77 ± 0,45 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO: 32,23 ± 2,76 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO: 251,98 ± 19,87 pmol 
cGMP/mg Protein). 
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Nichtmetastasierende Melanomzellen (1F6) zeigten eine Zeit- wie auch eine Konzentrations-
abhängigkeit in der Veränderung ihrer cGMP-Konzentrationen. Die in den Abbildungen 3.2.1 
bis 3.2.4 dargestellten Ergebnisse haben gezeigt, dass für Kurzzeituntersuchungen bis zu 4 h 
der direkte NO-Donor PAPA/NO aufgrund seiner Kinetik der NO-Freisetzung besonders gut 
geeignet ist, da nach 4 h der maximale Anstieg der intra- und extrazellulären cGMP-Konzen-
tration erreicht war. Eine längere Inkubation bis zu 6 h mit diesem Donor konnte die cGMP-
Konzentration nicht weiter erhöhen. In einer Konzentration von 0,1 mM stimulierte er die 
Synthese von cGMP und hatte, wie bereits in Abschnitt 3.1 dargestellt, keinen Einfluss auf 
die Adhäsionseffizienz und die Morphologie der melanozytären Zellen. Die Stimulation mit 
DETA/NO hatte nach 6 h einen in der Größenordnung ähnlichen Effekt wie die Stimulation 
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mit PAPA/NO nach 1 h. Aufgrund der Deadhäsion von 20% - 30% in Gegenwart von 
1,0 mM des jeweiligen NO-Donors (siehe Abschnitt 3.1.2) sind die Ergebnisse für die Verän-
derung der cGMP-Konzentration bei dieser Konzentration nicht direkt mit denen in Gegen-
wart von 0,1 mM NO-Donor gewonnenen vergleichbar. Durch Stimulation mit 1,0 mM des 
NO-Donors ergab sich aber begrenzt die Möglichkeit, sowohl Adhäsion und Deadhäsion als 
auch die Veränderung der cGMP-Konzentration unter dem Einfluss dieser cytotoxischen NO-
Konzentration zu untersuchen. Da die Ergebnisse der RIA-Bestimmung des cGMP-Spiegels 
der Zellen auf den Proteingehalt der Proben normiert wurden (siehe Abschnitt 3.2), können 
die Ergebnisse zur Untersuchung der Stimulierbarkeit wie auch des Adhäsionsverhaltens he-
rangezogen werden.  
Zusätzlich zu den Versuchen mit den nichtmetastasierenden 1F6-Melanomzellen wurden die 
Kurzzeitinkubationen auch mit der hochmetastasierenden BLM-Melanomzelllinie durchge-
führt, die keine NO-sensitive GC hat, aber eine membrangebundene Isoform des Enzyms 
exprimiert (Ivanova et al. 2001). Diese Eigenschaft konnte in den unter Abschnitt 3.2.2 darge-
stellten Untersuchungen kontrolliert und bestätigt werden. Die cGMP-Synthese wurde in die-
sen Zellen mit ANP (1 µM) stimuliert (Ivanova et al. 2001) und die Veränderung der cGMP-
Konzentration nach 1 h und 4 h im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle betrachtet.  
Abbildung 3.2.5 zeigt, dass es durch Stimulation mit 1 µM ANP nach 1 h zu einem Anstieg 
der intrazellulären cGMP-Konzentration um das 2,7fache kam (unstimuliert: 2,73 ± 0,3 pmol 
cGMP/mg Protein; 1 µM ANP: 7,49 ± 0,07 pmol cGMP/mg Protein). Extrazellulär stieg die 
cGMP-Konzentration um das 8,8 ± 1,5fache von 2,93 ± 0,02 pmol cGMP/mg Protein auf 
26,02 ± 4,33 pmol cGMP/mg Protein an. 
Nach 4 h war die intrazelluläre cGMP-Konzentration in Gegenwart von 1 µM ANP um das 
4,4 ± 0,14fache angestiegen (unstimuliert: 1,79 ± 0,37 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP: 
7,87 ± 0,25 pmol cGMP/mg Protein). Die extrazelluläre cGMP-Konzentration stieg in Ge-
genwart von ANP (1 µM) um das 23,9 ± 4,8fache (unstimuliert: 2,64 ± 0,45 pmol cGMP/mg 
Protein; 1 µM ANP: 63,02 ± 12,64 pmol cGMP/mg Protein) an.  
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Unter den experimentellen Bedingungen des Modellsystems waren beide Zelllinien gut sti-
mulierbar. Hochmetastasierende BLM-Zellen zeigten in Gegenwart von 1 µM ANP bereits 
nach 1 h intrazellulär die maximale cGMP-Konzentration, eine längere Inkubation von 4 h 
erhöhte die intrazelluläre Konzentration nicht weiter. Extrazellulär stieg der cGMP-Spiegel 
bis 4 h weiter an. 
3.2.2 Langzeitinkubation (24 h) 
Auch die Effekte von Langzeitinkubation (24 h) auf die Veränderung des cGMP-Spiegels 
wurden unter den experimentellen Bedingungen des Modellsystems wie bereits beschrieben 
untersucht. Dazu wurden normale humane Melanozyten (Mf 9505), „non-lesional“ Vitiligo-
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Melanozyten (Mh 9512, siehe Abschnitt 2.1) und nichtmetastasierende 1F6- und hochme-
tastasierende BLM-Zellen für 24 h in Gegenwart des Langzeit-NO-Donors DETA/NO bzw. 
ANP inkubiert. 
Die folgende Abbildung 3.2.6 zeigt die Veränderungen der cGMP-Konzentration in nichtme-
tastasierenden 1F6-Zellen nach 24 h in Gegenwart von DETA/NO. Die Abbildung stellt dar, 
dass es nach 24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration um das 2,2 ± 0,61fache 
kam. In Gegenwart von 1,0 mM DETA/NO stieg die cGMP-Konzentration um das 35,2 ± 
3,6fache an (unstimuliert: 2,91 ± 0,42 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 
6,51 ± 1,0 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO: 102,45 ± 10,5 pmol cGMP/mg Pro-
tein). 
Extrazellulär war die cGMP-Konzentration in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle um das 19,5 ± 3,76fache, durch Stimulation mit 1,0 mM 
DETA/NO um das 218,1 ± 2,3fache angestiegen (unstimuliert: 1,95 ± 0,5 pmol cGMP/mg 
Protein; 0,1 mM DETA/NO: 38,14 ± 2,5 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO: 
426,06 ± 4,47 pmol cGMP/mg Protein). 
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Zur Kontrolle wurde unter den gleichen experimentellen Bedingungen untersucht, wie sich 
die cGMP-Konzentration in Gegenwart von DETA/NO verändert, wenn die endogene Hy-
drolyse von cGMP nicht durch IBMX inhibiert war. Abbildung 3.2.7 zeigt die cGMP-Kon-
zentrationen. Im Vergleich zur cGMP-Konzentration der unstimulierten Kontrolle stieg die 
intrazelluläre cGMP-Konzentration in den mit 0,1 mM DETA/NO stimulierten Proben um das 
5,01 ± 0,6fache (unstimuliert: 2,1 ± 0,31 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 
10,53 ± 1,35 pmol cGMP/mg Protein) an. Die extrazelluläre cGMP-Konzentration stieg im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 8,9 ± 0,77fache an (unstimuliert: 
0,86 ± 0,11 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 7,63 ± 0,7 pmol cGMP/mg Protein. 
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Neben den nichtmetastasierenden 1F6-Zellen wurden auch normale humane Melanozyten (Mf 
9505) für 24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO inkubiert. In Abbildung 3.2.8 sind die 
Veränderungen der cGMP-Konzentrationen dargestellt. Die intrazelluläre cGMP-Konzentra-
tion stieg nach 24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle um das 3,0fache an (unstimuliert: 2,74 ± 0,28 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM 
DETA/NO: 8,46 ± 0,2 pmol cGMP/mg Protein). Extrazellulär nahm die cGMP-Konzentration 
durch die Stimulation mit 0,1 mM DETA/NO um das 65,1 ± 7,1fache zu  
(unstimuliert: 3,06 ± 0,3 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 198,88 ± 21,7 pmol 
cGMP/mg Protein). 
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Neben den normalen humanen Melanozyten wurden auch „non-lesional“ Melanozyten unter-
sucht, die von Patienten mit Vitiligo-Erkrankung isoliert wurden (Mh 9512, siehe Abschnitt 
2.1). Die Veränderungen der cGMP-Konzentration dieser Zellen nach 24 h in Gegenwart von 
0,1 mM DETA/NO beschreibt Abbildung 3.2.9. Im Vergleich zur cGMP-Konzentration der 
unstimulierten Kontrolle stieg die intrazelluläre cGMP-Konzentration nach 24 h in Gegenwart 
von 0,1 mM DETA/NO um das 6,3 ± 0,1fache an (unstimuliert: 1,67 ± 0,16 pmol cGMP/mg 
Protein; 0,1 mM DETA/NO: 10,57 ± 0,18 pmol cGMP/mg Protein), während die extrazellu-
läre cGMP-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 33,7 ± 2,0fache 
ansteigt (unstimuliert: 5,56 ± 0,22 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 
187,55 ± 11,1 pmol cGMP/mg Protein). 
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Die Veränderung der cGMP-Konzentrationen nach 24 h wurde auch in der hochmetastasie-
renden BLM-Zelllinie untersucht. Zur Stimulation der cGMP-Synthese wurde neben 
DETA/NO (0,1 mM) auch ANP (1 µM) verwendet. Abbildung 3.2.10 zeigt die cGMP-Kon-
zentrationen. Durch Stimulation mit 1 µM ANP nahm die intrazelluläre cGMP-Konzentration 
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 4,3 ± 0,3fache zu (unstimuliert: 
5,08 ± 0,55 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP: 22,07 ± 1,6 pmol cGMP/mg Protein), wäh-
rend die extrazelluläre cGMP-Konzentration das 81,0 ± 6,1fache der unstimulierten Kontrolle 
erreichte (unstimuliert: 4,5 ± 0,12 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP: 363,78 ± 27,7 pmol 
cGMP/mg Protein).  
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Da die BLM-Zellen keine NO-sensitive GC exprimieren, stiegen wie erwartet die intra- und 
extrazelluläre cGMP-Konzentration in Anwesenheit von DETA/NO nicht an. Intrazellulär 
wurde eine cGMP-Konzentration von 4,2 ± 0,5 pmol cGMP/mg Protein festgestellt, die 
cGMP-Konzentration in der unstimulierten Kontrolle betrug 4,0 ± 0,2 pmol cGMP/mg Pro-
tein. Die extrazelluläre cGMP-Konzentration betrug in der unstimulierten Kontrolle 
3,0 ± 0,6 pmol cGMP/mg Protein; in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO wurden 
3,08 ± 0,5 pmol cGMP/mg Protein gemessen.  
 
Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse haben gezeigt, dass die untersuchten Zelllinien 
sensitiv auf die Stimulationen reagiert haben. Eine Konzentration von 0,1 mM DETA/NO 
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oder PAPA/NO führte nicht zu Deadhäsionen oder morphologischen Veränderungen.  
PAPA/NO eignete sich für Inkubationen bis zu 4 h, während DETA/NO bis zu einer Inkuba-
tionszeit von 24 h verwendet werden konnte. Die cGMP-Synthese der hochmetastasierenden 
Melanomzellen (BLM) konnte mit ANP (1 µM) gut stimuliert werden. Dieses Modellsystem 
zur Stimulation melanozytärer Zellen hat sich so als geeignet für die in den nachfolgenden 
Kapiteln dargestellten Untersuchungen unter Hypergravitationsbedingungen erwiesen. 
3.3 Effekte von Kurzzeitzentrifugation auf den cGMP-Spiegel NO-
stimulierter humaner Melanomzellen unterschiedlichen Meta-
stasierungspotentials  
In vorangegangenen Studien wurde bereits der Einfluss von Kurzzeit-Hypergravitation auf 
den cGMP-Efflux in melanozytären Zellen unter der Bedingung der Hemmung des cGMP-
Abbaus durch Zugabe von PDE-Inhibitoren untersucht. Um den Einfluss von Hypergravita-
tion auf den cGMP-Efflux bei erhöhter Produktion von cGMP zu untersuchen, wurden in den 
folgenden Experimenten melanozytäre Zellen mit direkten NO-Donoren (NONOate) oder 
ANP stimuliert. 
Für die Kurzzeituntersuchungen wurden nichtmetastasierende (1F6) und hochmetastasierende 
(BLM) Melanomzellen wie in Abschnitt 3.2 beschrieben vorbehandelt und stimuliert. Sofort 
nach der Stimulation wurden die Gefäße mit den stimulierten Proben, wie auch unstimulierte 
Kontrollen in die Zentrifuge eingesetzt (siehe Abschnitt 2.4.1) und für 1 h, 4 h oder 6 h mit 
einer Beschleunigung von 5xg zentrifugiert. Parallel wurden stimulierte und unstimulierte 
1xg-Kontrollen unter den gleichen Umgebungsbedingungen (37°C, 5 Vol% CO2 und 95 Vol% 
Luftfeuchtigkeit) inkubiert. In allen Proben war der endogene cGMP-Abbau durch Zugabe 
von 0,1 mM IBMX inhibiert. Bis zu einer Versuchsdauer von 6 h wurden zur Stimulation 
PAPA/NO (t1/2 ~ 30 min, pH 7,4, 37°C) in den Konzentrationen 0,1 mM und 1,0 mM oder 
ANP (1 µM) als geeignete Stimulantien verwendet. 
Nach der Zentrifugation bzw. Inkubation wurden die Zellen wie unter Abschnitt 2.6.1 be-
schrieben weiterbehandelt und die intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in einem 
Radioimmunoassay (siehe Abschnitt 2.6) in Duplikaten aller Proben bestimmt. Die Ergeb-
nisse dieser Bestimmungen wurden auf den Proteingehalt der Proben (siehe Abschnitt 2.8) 
normiert, so dass die cGMP-Konzentration in pmol cGMP/mg Protein berechnet werden 
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konnte. Die Veränderung der cGMP-Konzentrationen der stimulierten Proben wurde im Ver-
gleich zur jeweiligen unstimulierten Beschleunigungskontrolle betrachtet. 
Da es Schwankungen in den basalen cGMP-Konzentrationen der Zellen in den unterschiedli-
chen Experimenten gab, wurden die folgenden Ergebnisse hauptsächlich als Prozent cGMP-
Konzentration - gemessen in Gegenwart des NO-Donors - berechnet und im Vergleich zur 
unstimulierten jeweiligen Beschleunigungskontrolle (100%) dargestellt. 
3.3.1 Nichtmetastasierende Melanomzellen 
In Abbildung 3.3.1 werden anhand prozentualer Veränderungen die intra- und extrazelluläre 
cGMP-Konzentration NO-stimulierter 1F6-Zellen nach 1 h unter 1xg-Bedingungen mit der 
entsprechenden cGMP-Konzentration unter 5xg-Bedingungen verglichen. Dabei zeigt sich 
intra- wie extrazellulär in zentrifugierten und nichtzentrifugierten 1F6-Zellen eine Zunahme 
der cGMP-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Eine Modulation der 
cGMP-Konzentration unter dem Einfluss von Hypergravitation war jedoch nicht zu beobach-
ten. 
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Die intrazelluläre cGMP-Konzentration der 1F6-Zellen stieg unter Hypergravitationsbedin-
gungen (1 h 5xg) nach Stimulation mit 0,1 mM PAPA/NO auf 355,4 ± 10,8% der unstimu-
lierten Kontrolle (100%). Die entsprechenden 1xg-Proben zeigten einen ähnlichen Anstieg 
auf 367,26 ± 33,4%. Extrazellulär kam es unter Hypergravitation zu einem Anstieg der 
cGMP-Konzentration in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO auf 3951,03 ± 920,7%, während 
die 1xg-Proben einen Anstieg auf 4322,25 ± 388,5% zeigten. 
Der Anstieg der cGMP-Konzentrationen der 1F6-Zellen in Gegenwart von 1,0 mM  
PAPA/NO erreichte nach 1 h eine ähnliche Größenordnung wie durch 0,1 mM PAPA/NO. Im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) stieg die intrazelluläre cGMP-Konzentration 
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in Gegenwart von 1,0 mM PAPA/NO unter Hypergravitationsbedingungen auf 
378,02 ± 27,8%, während es in den korrespondierenden 1xg-Proben zu einem Anstieg auf 
320,13 ± 79,1% kam. Extrazellulär nahm die cGMP-Konzentration in den zentrifugierten 
Proben in Gegenwart von 1,0 mM PAPA/NO auf 4968,28 ± 248,7% zu, während es in den 
entsprechenden 1xg-Proben im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) zu einem An-
stieg auf 7491,23 ± 177,8% kam (Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.3.3). 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich die Stimulierbarkeit der Zellen unter Hypergravita-
tionsbedingungen (1 h 5xg) gegenüber der unter 1xg-Bedingungen nicht verändert hat.  
In Abbildung 3.3.2 sind die cGMP-Konzentrationen nach 4 h unter 1xg- und 5xg-Bedingun-
gen in Prozent von der unstimulierten jeweiligen Beschleunigungskontrolle (100%) darge-
stellt. Die Darstellung zeigt, dass es intra- und extrazellulär in Gegenwart des NO-Donors zu 
einem Anstieg der cGMP-Konzentrationen sowohl unter 1xg- als auch unter 5xg-Bedingun-
gen kam. 
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Nach 4 h unter Hypergravitationsbedingungen kam es in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO 
zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration auf 2097,62 ± 191,2% im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle (100%), während die cGMP-Konzentration in den korres-
pondierenden 1xg-Proben auf 1579,77 ± 28,0% anstieg. Extrazellulär führte die Gegenwart 
von 0,1 mM PAPA/NO unter Hypergravitation zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels auf 
26522,91 ± 5219,5% (5xg: unstimuliert, 1,82 ± 0,23 pmol cGMP/mg Protein; 
0,1 mM PAPA/NO, 372,68 ± 35,2 pmol cGMP/mg Protein). In den korrespondierenden 1xg-
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Proben kam es zu einem Anstieg der cGMP-Konzentration auf 25330,54 ± 3974,2%. Die 
Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO ließ die intrazelluläre cGMP-Konzentration nach 4 h un-
ter Hypergravitationsbedingungen auf 2524,68 ± 376,2% ansteigen (5xg: unstimuliert, 
1,33 ± 0,13 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM PAPA/NO, 29,32 ± 1,8 pmol cGMP/mg Pro-
tein), in den entsprechenden 1xg-Proben stieg der cGMP-Spiegel auf 2531,99 ± 230,2%. Die 
extrazelluläre Konzentration des Botenstoffes nahm durch Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO 
in den zentrifugierten Proben im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auf 
40759,31 ± 4950,7% zu (5xg: unstimuliert, 1,82 ± 0,23 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM  
PAPA/NO, 567,58 ± 114,16 pmol cGMP/mg Protein). Die entsprechenden 1xg-Proben zeig-
ten eine Zunahme auf 31166,51 ± 3747,1% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Anga-
ben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.3.4).  
Diese Ergebnisse zeigen, dass auch nach 4 h noch keine Modulation des cGMP-Effluxes 
durch Hypergravitation zu beobachten war. Die Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen durch die 
beiden Konzentrationen des NO-Donors veränderte sich nach 4 h unter Hypergravitationsbe-
dingungen nicht. 
Um den Einfluss von Kurzzeitzentrifugation zu untersuchen, wurden Versuche bis zu einer 
Dauer von 6 h durchgeführt. Abbildung 3.3.3 zeigt die Veränderungen der intra- und extra-
zellulären cGMP-Konzentrationen nach 6 h unter 1xg- und 5xg-Bedingungen in Anwesenheit 
verschiedener Konzentrationen PAPA/NO. 
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Nach 6 h unter Hypergravitationsbedingungen kam es in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO 
zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration auf 293,52 ± 28,7% (5xg: unsti-
muliert, 1,08 ± 0,05 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO, 3,17 ± 0,31 pmol 
cGMP/mg Protein) gegenüber der unstimulierten Kontrolle (100%), während die cGMP-Kon-
zentration in der korrespondierenden 1xg-Kontrolle auf 319,47 ± 36,28% anstieg. Extrazellu-
lär führte die Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO unter Hypergravitation zu einem Anstieg des 
cGMP-Spiegels auf 2003,0 ± 11,61% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (5xg: unsti-
muliert, 2,67 ± 0,47 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM PAPA/NO, 53,48 ± 0,31 pmol 
cGMP/mg Protein). In den korrespondierenden 1xg-Kontrollen kam es zu einem Anstieg auf 
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1222,92 ± 60,13%. Die Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO ließ die intrazelluläre cGMP-
Konzentration nach 6 h unter Hypergravitationsbedingungen im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle (100%) auf 382,41 ± 32,41% ansteigen (5xg: unstimuliert, 1,08 ± 0,05 pmol 
cGMP/mg Protein; 1,0 mM PAPA/NO, 4,13 ± 0,35 pmol cGMP/mg Protein), in der entspre-
chenden 1xg-Probe stieg der cGMP-Spiegel auf 441,59 ± 47,79% an. Die extrazelluläre Kon-
zentration des Botenstoffes nahm durch Stimulation mit 1,0 mM PAPA/NO in den zentrifu-
gierten Proben auf 1952,05 ± 298,5% zu (5xg: unstimuliert, 2,67 ± 0,47 pmol cGMP/mg Pro-
tein; 1,0 mM PAPA/NO, 52,12 ± 7,97 pmol cGMP/mg Protein). Die 1xg-Proben zeigten im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine Zunahme auf 1108,97 ± 86,38% (Angaben in 
pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.3.6). Die Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen veränderte 
sich auch nach 6 h unter Zentrifugationsbedingungen in Gegenwart des NO-Donors 
PAPA/NO nicht. 
Zusätzlich wurde der Effekt des Langzeit-NO-Donors DETA/NO (t1/2 ≥ 500 Minuten, pH 7,4 
und 37°C) nach 6 h untersucht. Abbildung 3.3.4 zeigt die Veränderungen der intra- und extra-
zellulären cGMP-Konzentration DETA/NO-stimulierter 1F6-Zellen nach 6 h unter 1xg- und 
5xg-Bedingungen. 
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Unter Hypergravitationsbedingungen stieg die intrazelluläre cGMP-Konzentration im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) auf 447,39 ± 29,88% an (unstimuliert: 
1,68 ± 0,1 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 3,79 ± 0,62 pmol cGMP/mg Protein), 
während die korrespondierenden 1xg-Proben einen Anstieg auf 409,84 ± 76,09% zeigten. Die 
extrazellulären cGMP-Konzentrationen zeigten unter Hypergravitationsbedingungen in Ge-
genwart von 0,1 mM DETA/NO eine Zunahme um ca. 4680% auf 4783,21 ± 55,85% (5xg: 
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unstimuliert, 1,98 ± 0,57 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 94,47 ± 1,10 pmol 
cGMP/mg Protein); die cGMP-Konzentration der 1xg-Proben stieg, verglichen mit der unsti-
mulierten Kontrolle auf 1826,4 ± 156,24% an. 
Nach Stimulation mit 1,0 mM DETA/NO nahm die intrazelluläre cGMP-Konzentration unter 
Hypergravitationsbedingungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) auf 
1030,95 ± 65,48% zu (5xg: unstimuliert, 1,68 ± 0,1 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM  
DETA/NO, 17,32 ± 1,10 pmol cGMP/mg Protein), in den entsprechenden 1xg-Proben kam es 
zu einem Anstieg der cGMP-Konzentration auf 1566,15 ± 185,7%. Die extrazelluläre cGMP-
Konzentration stieg in den zentrifugierten Proben in Anwesenheit von 1,0 mM DETA/NO auf 
28302,8 ± 8987,34% gegenüber der unstimulierten Kontrolle (5xg: unstimuliert, 
1,98 ± 0,57 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO, 558,97 ± 177,5 pmol 
cGMP/mg Protein). Die korrespondierenden 1xg-Proben zeigten einen Anstieg der cGMP-
Konzentration auf 14276,49 ± 1125,78% (Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 
3.3.5). 
Eine Veränderung der Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen in Gegenwart des NO-Donors war 
nach 6 h unter Hypergravitationsbedingungen nicht zu beobachten. Ein eindeutig modulieren-
der Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux war nach 6 h weder in Gegenwart von 
PAPA/NO noch von DETA/NO zu beobachten. 
Zusammenfassend war kein eindeutiger Effekt von Kurzzeitzentrifugation (1 h – 6 h 5xg) auf 
die Stimulierbarkeit der nichtmetastasierenden Melanomzellen (1F6) zu beobachten. Ein mo-
dulierender Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux der stimulierten Zellen war 
nach Kurzzeitzentrifugation in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen der NO-Donoren 
ebenfalls nicht zu beobachten. Aufgrund der Deadhäsion von 20% - 30% in Gegenwart von 
1,0 mM des NO-Donors (siehe Abschnitt 3.1.2) sind die Veränderungen der cGMP-Levels bei 
dieser Konzentration nicht direkt mit den in Gegenwart von 0,1 mM gewonnenen vergleich-
bar. Durch Stimulation mit 1,0 mM des NO-Donors ergab sich aber begrenzt die Möglichkeit, 
sowohl Adhäsion und Deadhäsion als auch die Veränderung der cGMP-Konzentration unter 
dem Einfluss dieser cytotoxischen NO-Konzentration zu untersuchen. Da die Ergebnisse der 
RIA-Bestimmung des cGMP-Spiegels der Zellen auf den Proteingehalt der Proben normiert 
wurden (siehe Abschnitt 3.2), können die Ergebnisse jedoch zur Untersuchung der Stimulier-
barkeit wie auch des Adhäsionsverhaltens herangezogen werden. 
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3.3.2 Hochmetastasierende Melanomzellen (BLM) 
Unter den in Abschnitt 3.3 bereits beschriebenen Versuchsbedingungen wurden auch Unter-
suchungen mit hochmetastasierenden Melanomzellen (BLM) durchgeführt. Zur Stimulation 
der cGMP-Synthese wurde ANP (1 µM) verwendet, da diese Zelllinie keine NO-sensitive GC 
exprimiert. Abbildung 3.3.5 zeigt die prozentualen Veränderungen der intra- und extrazellulä-
ren cGMP-Konzentrationen nach 1 h unter 1xg- und 5xg-Bedingungen.  
 
Unter dem Einfluss von Hypergravitation zeigte sich im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle (100%) intrazellulär in Gegenwart von 1 µM ANP nach 1 h eine Zunahme der cGMP-
Konzentration auf 242,51 ± 10,12% (5xg: unstimuliert, 2,47 ± 0,12 pmol cGMP/mg Protein; 
1 µM ANP, 5,99 ± 0,25 pmol cGMP/mg Protein). Die entsprechenden 1xg-Proben zeigten 
eine Zunahme der cGMP-Konzentration auf 275,85 ± 27,42%. In den extrazellulären Proben 
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kam es in Gegenwart von 1 µM ANP unter Beschleunigungsbedingungen (5xg) nach 1 h zu 
einer Zunahme der cGMP-Konzentration auf 814,81 ± 188,59% im Vergleich zur unstimu-
lierten Kontrolle (5xg: unstimuliert, 3,01 ± 1,17 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP, 
23,39 ± 3,84 pmol cGMP/mg Protein). Die entsprechenden 1xg-Proben zeigten eine Zunahme 
der cGMP-Konzentration auf 890,13 ± 154,4% (Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. 
Tabelle 3.3.7). Hypergravitation hatte keinen Effekt auf die Stimulierbarkeit der BLM-Zellen.  
Auch nach 4 h in Gegenwart von ANP (1 µM) wurde die Veränderung der cGMP-Konzentra-
tionen in den BLM-Zellen untersucht. Abbildung 3.3.6 zeigt, dass Hypergravitation auch nach 
dieser Inkubationszeit keinen Effekt auf den cGMP-Efflux der stimulierten Zellen hatte. 
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Nach 4 h unter Hypergravitationsbedingungen kam es in Gegenwart von 1 µM ANP im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Kon-
zentration auf 435,36 ± 83,31% (5xg: unstimuliert, 2,05 ± 0,4 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM 
ANP, 6,16 ± 2,0 pmol cGMP/mg Protein), während die cGMP-Konzentration in den korres-
pondierenden 1xg-Proben auf 332,74 ± 72,35% anstieg. Extrazellulär führte die Gegenwart 
von 1 µM ANP unter Hypergravitationsbedingungen im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trolle zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels auf 2516,18 ± 181,23% (5xg: unstimuliert, 
3,29 ± 0,6 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP, 82,18 ± 10,7 pmol cGMP/mg Protein). In den 
korrespondierenden 1xg-Proben kam es zu einem Anstieg auf 2380,89 ± 70,50% (Angaben in 
pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.3.8).  
Kurzzeitzentrifugation (1 h - 4 h) hatte auf den cGMP-Efflux der ANP-stimulierten hochme-
tastasierenden Melanomzellen (BLM) keinen modulierenden Effekt. 
3.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse von Kurzzeitzentrifugation auf den 
cGMP-Spiegel NO-stimulierter humaner Melanomzellen unterschied-
lichen Metastasierungspotentials 
Die Abbildungen 3.3.7 und 3.3.8 zeigen Übersichten über die Ergebnisse der Kurzzeitzentri-
fugationen. Die Darstellungen vergleichen beide Melanomzelllinien (1F6 und BLM) bezüg-
lich der Zeitabhängigkeit ihrer intra- und extrazellulären cGMP-Synthese in Gegenwart der 
NO-Donoren. Dabei zeigt sich, dass bis zu einer Inkubationszeit von 6 h kein eindeutiger Ein-
fluss von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux, wohl aber eine gute Stimulierbarkeit durch 
den NO-Donor bzw. ANP zu beobachten war. In den Tabellen 3.3.1 und 3.3.2 sind die pro-
zentualen Veränderungen der intra- bzw. extrazellulären cGMP-Konzentrationen nach Sti-
mulation nichtmetastasierender Melanomzellen (1F6) mit den direkten NO-Donoren PAPA- 
und DETA/NO (0,1 mM und 1,0 mM) und hochmetastasierender Melanomzellen (BLM) mit 
ANP (1 µM) zusammengefasst. 
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Tabelle 3.3.1 
Einfluss der Versuchsdauer auf die prozentuale Zunahme des intrazellulären cGMP-Spiegels in stimulierten 
Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials 
 cGMP-Zunahme (%) 
Zeit (h) Zelllinie (g) Stimulanz 
1 4 6 
1 0,1 mM PAPA/NO 367,26 ± 33,4 1579,77 ± 27,9 31947 ± 36,28 
1F6 
1 0,1 mM DETA/NO n.b.* n.b. 409,84 ± 76,1 
BLM 1 1 µM ANP 275,85 ± 27,4 332,74 ± 72,3 n.b. 
5 0,1 mM PAPA/NO 355,44 ± 10,8 2097,6 ± 191,15 293,52 ± 28,7 
1F6 
5 0,1 mM DETA/NO n.b. n.b. 44739 ± 29,9 
BLM 5 1 µM ANP 242,51± 10,2 435,36 ± 83,8 n.b. 
*n.b.= nicht bestimmt 
Tabelle 3.3.2 
Einfluss der Versuchsdauer auf die prozentuale Zunahme des extrazellulären cGMP-Spiegels in stimulierten 
Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials 
cGMP-Zunahme (%) 
Zeit (h) Zelllinie (g) Stimulanz 
1 4 6 
1 0,1 mM PAPA/NO 4322,24 ± 388,5 25330,5 ± 3974,2 1223,92 ± 60,13 
1F6 
1 0,1 mM DETA/NO n.b.* n.b. 1826,9 ± 156,24 
BLM 1 1 µM ANP 890,1 ± 154,4 2380,89 ± 70,5 n.b. 
5 0,1 mM PAPA/NO 4419,2 ± 388,25 26523,9 ± 5219,5 2003,0 ± 11,61 
1F6 
5 0,1 mM DETA/NO n.b. n.b. 4783,2 ± 55,85 
BLM 5 1 µM ANP 814,8 ± 188,6 2516,2 ± 181,2 n.b. 
*n.b.= nicht bestimmt 
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Tabelle 3.3.3 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 1 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
 (g) unstimuliert 0,1 mM PAPA/NO 1,0 mM PAPA/NO 
intrazellulär 1 4,08 ± 0,7 16,82 ± 1,83 16,9 ± 3,6 
 5 3,4 ± 0,74 11,52 ± 1,68 14,62 ± 2,53 
extrazellulär 1 1,94 ± 0,31 79,83 ± 16,76 91,35 ± 14,84 
 5 1,97 ± 0,43 85,04 ± 24,47 120,81 ± 19,81 
 
Tabelle 3.3.4 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 4 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM PAPA/NO 1,0 mM PAPA/NO 
intrazellulär 1 1,59 ± 0,45 34,71 ± 0,98 51,14 ± 4,49 
 5 1,33 ± 0,13 27,24 ± 2,63 29,32 ± 1,8 
extrazellulär 1 1,50 ± 0,07 340,98 ± 27,48 464,55 ± 84,29 
 5 1,82 ± 0,23 372,68 ± 35,21 567,58 ± 114,16 
 
Tabelle 3.3.5 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 6 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 1,0 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 1,33 ± 0,01 3,56 ± 0,81 20,83 ± 2,47 
 5 1,68 ± 0,08 3,79 ± 0,62 17,32 ± 1,1 
extrazellulär 1 1,77 ± 0,45 32,23 ± 2,76 251,98 ± 19,87 
 5 1,98 ± 0,57 94,47 ± 1,1 558,97 ± 177,5 
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Tabelle 3.3.6 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 6 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM PAPA/NO 1,0 mM PAPA/NO 
intrazellulär 1 1,13 ± 0,03 3,61 ± 0,41 4,99 ± 0,54 
 5 1,08 ± 0,05 3,17 ± 0,31 4,13 ± 0,35 
extrazellulär 1 3,01 ± 0,14 36,81 ± 1,81 33,38 ± 2,6 
 5 2,67 ± 0,47 53,48 ± 0,31 52,12 ± 7,97 
 
 
Tabelle 3.3.7 
cGMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 1 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 1 µM ANP 
intrazellulär 1 2,73 ± 0,30 7,49 ± 0,07 
 5 2,47 ± 0,12 4,69 ± 0,18 
extrazellulär 1 2,93 ± 0,02 26,02 ± 4,33 
 5 3,01 ± 1,1 23,39 ± 3,84 
      
Tabelle 3.3.8 
cGMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 4 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 1 µM ANP 
intrazellulär 1 1,79 ± 0,37 7,87 ± 0,25 
 5 1,49 ± 0,79 6,16 ± 2,2 
extrazellulär 1 2,64 ± 0,45 82,18 ± 10,76 
 5 3,29 ± 0,66 63,02 ± 12,64 
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3.4 Effekte von Langzeitzentrifugation auf den cGMP-Spiegel NO-
stimulierter humaner Melanozyten und Melanomzellen 
Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass Langzeitzentrifugation (24 h 5xg) in 
humanen melanozytären Zellen, deren endogene cGMP-Hydrolyse durch Zugabe des unspezi-
fischen PDE-Inhibitors IBMX gehemmt war, den cGMP-Efflux stimuliert. Um den Einfluss 
von Langzeit-Hypergravitation bei erhöhter cGMP-Synthese zu untersuchen, wurden Mela-
nozyten und Melanomzellen mit dem direkten NO-Donor DETA/NO stimuliert, der sich mit 
einer Halbwertszeit von t1/2 ≥ 500 Minuten für Langzeituntersuchungen sehr gut eignet. Ne-
ben DETA/NO wurde zur Stimulation der hochmetastasierenden Melanomzellen ANP (1 µM) 
verwendet. 
Für die Langzeituntersuchungen wurden nichtmetastasierende (1F6) und hochmetastasierende 
(BLM) Melanomzellen, normale humane Melanozyten (Mf 9505) und „non-lesional“ Viti-
ligo-Melanozyten (Mh 9512) wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, vorbehandelt und stimuliert. 
Sofort nach der Stimulation wurden die Gefäße mit den stimulierten Proben, wie auch unsti-
mulierte Kontrollen in die Zentrifuge eingesetzt (siehe Abschnitt 2.4.1) und für 24 h mit einer 
Beschleunigung von 5xg zentrifugiert. Parallel wurden stimulierte und unstimulierte 1xg-
Kontrollen unter den gleichen Umgebungsbedingungen (37°C, 5 Vol% CO2 und 95Vol% 
Luftfeuchtigkeit) inkubiert. In allen Proben war der endogene cGMP-Abbau durch Zugabe 
von 0,1 mM IBMX inhibiert. Nach 24 h wurden die Zellen wie unter Abschnitt 2.6.1 be-
schrieben, weiterbehandelt und die intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in ei-
nem Radioimmunoassay in Duplikaten aller Proben bestimmt (siehe Abschnitt 2.6). Die Er-
gebnisse dieser Bestimmungen wurden auf den Proteingehalt der Proben (siehe Abschnitt 2.8) 
normiert, so dass die cGMP-Konzentration in pmol cGMP/mg Protein berechnet werden 
konnte. Die Veränderung der cGMP-Konzentrationen der stimulierten Proben wurde im Ver-
gleich zur jeweiligen unstimulierten Beschleunigungskontrolle betrachtet. 
Da es Schwankungen in den basalen cGMP-Konzentrationen der Zellen in den unterschiedli-
chen Experimenten gab, wurden die folgenden Ergebnisse hauptsächlich als Prozent cGMP-
Konzentration - gemessen in Gegenwart des NO-Donors - berechnet und im Vergleich zur 
unstimulierten jeweiligen Beschleunigungskontrolle (100%) dargestellt. 
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3.4.1 Nichtmetastasierende Melanomzellen (1F6) 
In Abbildung 3.4.1 werden die intra- und extrazellulären Veränderungen der cGMP-Konzen-
trationen NO-stimulierter 1F6-Zellen unter Hypergravitation mit denen unter 1xg-Bedingun-
gen verglichen.  
Nach einer Inkubationszeit von 24 h zeigte sich in den NO-stimulierten nichtmetastasierenden 
Melanomzellen (1F6) ein modulierender Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux. 
Im Vergleich zur korrespondierenden 1xg-Probe nahm die intrazelluläre cGMP-Konzentra-
tion in den zentrifugierten Proben um 120% ab (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 197,12 ± 17,4%; 
1xg, 317,43 ± 18,54%), während die entsprechende extrazelluläre cGMP-Konzentration in 
den zentrifugierten Proben um ca. 728% im Vergleich zur korrespondierenden 1xg-Kontrolle 
zunahm (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 1541,72 ± 349,58%; 1xg, 813,32 ± 141,65%).  
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Die intrazelluläre cGMP-Konzentration der 1F6-Zellen stieg unter Hypergravitationsbedin-
gungen nach Stimulation mit 0,1 mM DETA/NO um das 2,5 ± 0,5fache im Vergleich zur un-
stimulierten Kontrolle (5xg: unstimuliert, 1,6 ± 0,22 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO, 4,0 ± 0,8 pmol cGMP/mg Protein). Die entsprechenden 1xg-Kontrollen zeigten 
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einen ähnlichen Anstieg um das 2,2 ± 0,6fache (1xg: unstimuliert, 2,91 ± 0,42 
pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 6,51 ± 1,0 pmol cGMP/mg Protein). Extrazel-
lulär kam es unter Hypergravitation zu einem Anstieg um das 25,6 ± 5,8fache (5xg: unstimu-
liert, 2,52 ± 0,4 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
64,3 ± 14,5 pmol cGMP/mg Protein), die 1xg-Kontrollen zeigten einen Anstieg um das 
19,5 ± 3,8fache (1xg: unstimuliert, 1,95 ± 0,5 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
38,14 ± 7,34 pmol cGMP/mg Protein). In Gegenwart von 1,0 mM DETA/NO stieg in den 
zentrifugierten 1F6-Zellen die intrazelluläre cGMP-Konzentration in Gegenwart von 1,0 mM 
DETA/NO im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 48,7 ± 3,5fache, in den korres-
pondierenden 1xg-Proben kam es zu einem 35,2 ± 3,6fachen Anstieg (5xg: unstimuliert, 
1,59 ± 0,22 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO, 77,32 ± 5,49 pmol cGMP/mg Pro-
tein). Extrazellulär nahm die cGMP-Konzentration in den zentrifugierten Zellen um das 
545,9 ± 72fache zu, während es in den entsprechenden 1xg-Proben zu einem Anstieg um das 
218,2 ± 2,2fache kam (5xg: unstimuliert, 2,52 ± 0,4 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM 
DETA/NO, 1373,02 ± 181,35 pmol cGMP/mg Protein).  
Diese Ergebnisse zeigen, dass es unter Langzeit-Hypergravitationsbedingungen zu einer sig-
nifikanten Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration kommt, während die korres-
pondierende extrazelluläre cGMP-Konzentration signifikant zunimmt. Die Stimulierbarkeit 
der Zellen durch DETA/NO war nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen unverändert 
gegenüber der unter 1xg-Bedingungen (Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 
3.4.1). 
Um den Effekt von Hypergravitation auf den cGMP-Efflux NO-stimulierter melanozytärer 
Zellen weiter zu untersuchen, wurden unter den gleichen Bedingungen Versuche bei einer 
Beschleunigung von 2xg und solche mit dem hochselektiven Inhibitor für MRP 4/5 und  
PDE 5 Trequinsin (1 µM) und ohne Inhibitor bei einer Beschleunigung von 5xg durchgeführt.  
Abbildung 3.4.2 zeigt die intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen in DETA/NO-
stimulierten 1F6-Zellen nach 24 h unter 1xg- und 5xg-Bedingungen in Gegenwart des spezifi-
schen MRP 4/5-Inhibitors Trequinsin (TQ) im Vergleich zu unstimulierten Kontrolle (100%). 
Aus der Darstellung geht hervor, dass Hypergravitation unter diesen experimentellen Bedin-
gungen nicht zu einem cGMP-Efflux in den NO-stimulierten 1F6-Zellen führte. Intrazellulär 
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kam es in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO in den zentrifugierten Proben zu einem Anstieg 
der cGMP-Konzentration um ca. 80% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (0,1 mM 
DETA/NO: 5xg, 267,6 ± 36,0%; 1xg, 187,0 ± 12,0%), während zwischen den entsprechenden 
extrazellulären Konzentrationen kein signifikanter Unterschied zu beobachten war (0,1 mM 
DETA/NO: 5xg, 1414,2 ± 118,2%; 1xg, 1192,6 ± 4,6%). In Gegenwart von 1,0 mM  
DETA/NO hatte Hypergravitation ähnliche Auswirkungen. Die intrazelluläre cGMP-Kon-
zentration stieg in den NO-stimulierten Zellen in Anwesenheit von TQ unter Hypergravitati-
onsbedingungen um ca. 371% an (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 1708,8 ± 35,0%; 1xg, 
1337,06 ± 196,5%). Die korrespondierenden extrazellulären Konzentrationen unterschieden 
sich jedoch nicht voneinander (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 5747,85 ± 703,0%; 1xg, 
6500,6 ± 220%). 
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In Anwesenheit des hochselektiven MRP 4/5 und PDE 5-Inhibitors Trequinsin kam es nach 
24 h unter Hypergravitationsbedingungen in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO zu einem 
Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration um das 2,7 ± 0,4fache (5xg: unstimuliert, 
4,66 ± 0,8 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 12,47 ± 1,7 pmol cGMP/mg Protein), 
während die cGMP-Konzentration in der korrespondierenden 1xg-Kontrolle um das 
1,9 ± 0,2fache anstieg (1xg: unstimuliert, 3,4 ± 0,1 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO, 6,36 ± 0,41 pmol cGMP/mg Protein). Extrazellulär führte die Gegenwart von 
0,1 mM DETA/NO unter Hypergravitation zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels um das 
14,1 ± 1,2fache (5xg: unstimuliert, 3,03 ± 0,17 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
42,85 ± 3,5 pmol cGMP/mg Protein). In den korrespondierenden 1xg-Kontrollen kam es zu 
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einem Anstieg um das 12,0 ± 0,04fache (1xg: unstimuliert, 3,26 ± 0,6 pmol cGMP/mg Pro-
tein; 0,1 mM DETA/NO, 38,88 ± 0,15 pmol cGMP/mg Protein). Die Stimulation mit 1,0 mM 
DETA/NO ließ die intrazelluläre cGMP-Konzentration nach 24 h unter Hypergravitationsbe-
dingungen um das 17,0 ± 0,3fache ansteigen (5xg: unstimuliert, 4,66 ± 0,8 pmol cGMP/mg 
Protein; 1,0 mM DETA/NO, 79,63 ± 1,63 pmol cGMP/mg Protein), in der entsprechenden 
1xg-Kontrolle stieg der cGMP-Spiegel um das 13,4 ± 2,0fache an (1xg: unstimuliert, 
3,4 ± 0,1 pmol cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO, 45,46 ± 6,6 pmol cGMP/mg Protein). 
Die extrazelluläre cGMP-Konzentration nahm durch Stimulation mit 1,0 mM DETA/NO in 
den zentrifugierten Proben um das 57,5 ± 7,0fache zu (5xg: unstimuliert, 3,03 ± 0,17 pmol 
cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO, 174,16 ± 21,3 pmol cGMP/mg Protein). Die 1xg-
Kontrollen zeigten eine Zunahme um das 65,0 ± 2,0fache (1xg: unstimuliert, 3,26 ± 0,6 pmol 
cGMP/mg Protein; 1,0 mM DETA/NO, 211,92 ± 7,2 pmol cGMP/mg Protein, Angaben in 
pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.2). Hypergravitation hatte keinen eindeutigen Ein-
fluss auf die Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen in Anwesenheit von Trequinsin und  
DETA/NO.  
Aufgrund der Deadhäsion von 20% - 30% in Gegenwart von 1,0 mM des NO-Donors (siehe 
Abschnitt 3.1.2) sind die Veränderungen der cGMP-Levels bei dieser Konzentration nicht 
direkt mit denen in Gegenwart von 0,1 mM gewonnenen vergleichbar. Durch Stimulation mit 
1,0 mM des NO-Donors ergab sich aber begrenzt die Möglichkeit, sowohl Adhäsion und 
Deadhäsion als auch die Stimulierbarkeit und Veränderung der cGMP-Konzentration unter 
dem Einfluss dieser cytotoxischen NO-Konzentration zu untersuchen, da die Ergebnisse der 
RIA-Bestimmung des cGMP-Spiegels der Zellen auf den Proteingehalt der Proben normiert 
wurden (siehe Abschnitt 3.2). 
Abbildung 3.4.3 zeigt die prozentualen Veränderungen der cGMP-Konzentrationen NO-sti-
mulierter 1F6-Zellen ohne zusätzliche Inhibition des cGMP-Abbaus durch den PDE-Inhibitor 
IBMX. Auch ohne Hemmung des cGMP-Abbaus konnte in nichtmetastasierenden Melanom-
zellen (1F6), deren cGMP-Synthese durch NO-Stimulation erhöht war, ein modulierender 
Effekt von Hypergravitation nachgewiesen werden. Die intrazelluläre cGMP-Konzentration 
nahm nach 24 h unter Zentrifugationsbedingungen in Anwesenheit von 0,1 mM DETA/NO 
um ca. 75% gegenüber den korrespondierenden 1xg-Proben ab (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 
426,28 ± 21,4%; 1xg, 501,4 ± 12,8%). Gleichzeitig stieg der extrazelluläre cGMP-Spiegel im 
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Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um ca. 100% an (0,1 mM  
DETA/NO: 5xg, 996,58 ± 72,6%; 1xg, 887,2 ± 78,0%). 
 
Ohne Hemmung des endogenen cGMP-Abbaus stieg die intrazelluläre cGMP-Konzentration 
der 1F6-Zellen unter Hypergravitationsbedingungen nach Stimulation mit 0,1 mM DETA/NO 
um das 4,2 ± 0,89fache im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle an (5xg: unstimuliert, 
1,37 ± 0,22 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 5,84 ± 1,25 pmol cGMP/mg Pro-
tein). Die entsprechenden 1xg-Kontrollen zeigten einen Anstieg auf das 5,01 ± 0,6fache (1xg: 
unstimuliert, 2,12 ± 0,3 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 10,53 ± 1,35 pmol 
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cGMP/mg Protein). Extrazellulär kam es im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle unter 
Hypergravitation in den NO-stimulierten Zellen zu einem Anstieg um das 10,0 ± 4,7fache 
(5xg: unstimuliert, 1,17 ± 0,16 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
11,66 ± 0,85 pmol cGMP/mg Protein), die korrespondierenden 1xg-Proben zeigten einen An-
stieg um das 8,9 ± 0,77fache (1xg: unstimuliert, 0,86 ± 0,11 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM 
DETA/NO, 7,63 ± 0,67 pmol cGMP/mg Protein, Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. 
Tabelle 3.4.3). Unter diesen experimentellen Bedingungen hatte Hypergravitation ebenfalls 
einen modulierenden Effekt auf den cGMP-Efflux, die Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen ver-
änderte sich jedoch nicht. 
Die folgende Abbildung 3.4.4 zeigt den Effekt von 2xg auf NO-stimulierte 1F6-Zellen. Nach 
24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO gab es intrazellulär eine Abnahme der cGMP-
Konzentration in den mit 2xg zentrifugierten Proben gegenüber den korrespondierenden 1xg-
Proben (0,1 mM DETA/NO: 2xg, 139,8 ± 20%; 1xg, 188,4 ± 38,4%). Extrazellulär zeigte sich 
ein Anstieg der cGMP-Konzentration der zentrifugierten NO-stimulierten Zellen gegenüber 
der der korrespondierenden nichtzentrifugierten Proben um ca. 200% (0,1 mM DETA/NO: 
2xg, 526,15 ± 25%; 1xg, 343,5 ± 26,8%). Auch eine Langzeitzentrifugation mit 2xg stimuliert 
bereits den cGMP-Efflux in NO-stimulierten Zellen; dieser scheint aber nicht so stark ausge-
prägt zu sein wie unter 5xg-Bedingungen. 
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Insgesamt waren die Veränderungen der cGMP-Konzentrationen der 1F6-Zellen nach 24 h 
bei einer Beschleunigung von 2xg nicht so stark ausgeprägt wie unter 5xg-Bedingungen. Hy-
pergravitation von 2xg veränderte die Stimulierbarkeit der 1F6-Zellen gegenüber den 1xg-
Kontrollen nicht.  
Intrazellulär stieg die cGMP-Konzentration in Anwesenheit von 0,1 mM DETA/NO in den 
zentrifugierten Proben um das 1,4 ± 0,28fache gegenüber der entsprechenden 1xg-Kontrolle 
an (2xg: unstimuliert, 1,13 ± 0,24 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
1,58 ± 0,24 pmol cGMP/mg Protein), in den korrespondierenden 1xg-Kontrollen kam es zu 
einem Anstieg des cGMP-Spiegels um das 1,9 ± 0,7fache (1xg: unstimuliert, 2,07 ± 0,1 pmol 
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cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 3,9 ± 0,8 pmol cGMP/mg Protein). Die extrazelluläre 
cGMP-Konzentration stieg unter Hypergravitationsbedingungen um das 5,3 ± 1,3fache an 
(2xg: unstimuliert, 3,25 ± 0,4 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 17,1 ± 0,82 pmol 
cGMP/mg Protein), in den 1xg-Kontrollen nahm die cGMP-Konzentration um das 
3,4 ± 0,9fache zu (1xg: unstimuliert, 2,83 ± 0,2 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
9,72 ± 0,7 pmol cGMP/mg Protein, Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.4).  
3.4.2 Normale Melanozyten (Mf 9505) und Vitiligo-Melanozyten (Mh 9512) 
Weiter wurden auch Versuche mit normalen humanen Melanozyten (Mf 9505) und mit „non-
lesional“ Vitiligo-Melanozyten (Mh 9512) durchgeführt. Abbildung 3.4.5 zeigt die prozentu-
alen Veränderungen der cGMP-Konzentration von Mf 9505-Zellen im Vergleich zur unsti-
mulierten 1xg-Kontrolle und verdeutlicht, dass Langzeitzentrifugation (24 h 5xg) auch einen 
modulierenden Effekt auf den cGMP-Efflux NO-stimulierter normaler humaner Melanozyten 
hatte. 
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Nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen kam es in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO 
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) zu einem Anstieg der intrazellulären 
cGMP-Konzentration der Mf 9505-Zellen auf 279,82 ± 37,5% (1xg: unstimuliert, 
2,74 ± 0,28 pmol cGMP/mg Protein; 5xg: 0,1 mM DETA/NO, 5,7 ± 0,55 pmol cGMP/mg 
Protein), während die cGMP-Konzentration in den korrespondierenden 1xg-Proben auf 
367,2 ± 64,69% anstieg (1xg: unstimuliert, 2,74 ± 0,28 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO, 8,46 ± 0,19 pmol cGMP/mg Protein). Extrazellulär führte die Gegenwart von 
0,1 mM DETA/NO unter Hypergravitation zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels um das 
71,2 ± 8,6fache auf 10128,04 ± 221,6% (1xg: unstimuliert, 3,06 ± 0,29 pmol cGMP/mg Pro-
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tein; 5xg: 0,1 mM DETA/NO, 217,88 ± 25,26 pmol cGMP/mg Protein). In den korrespondie-
renden 1xg-Kontrollen kam es im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu einem Anstieg 
um das 65,1 ± 7,1fache auf 5816,5 ± 658,56% (1xg: unstimuliert, 3,06 ± 0,29 pmol cGMP/mg 
Protein; 0,1 mM DETA/NO, 198,9 ± 21,8 pmol cGMP/mg Protein, Angaben in pmol 
cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.5). 
Die Stimulierbarkeit der Zellen veränderte sich nicht. Nach 24 h unter Hypergravitationsbe-
dingungen kam es in NO-stimulierten normalen humanen Melanozyten (Mf 9505) zu einer 
Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration, während die korrespondierende extrazel-
luläre cGMP-Konzentration anstieg. 
Mit dem gleichen Versuchsdesign wurden auch Untersuchungen an „non-lesional“ Vitiligo-
Melanozyten (Mh 9512) durchgeführt. Die prozentualen intra- und extrazellulären Verände-
rungen der cGMP-Konzentration sind in Abbildung 3.4.6 dargestellt. Die Darstellung zeigt, 
dass es in diesen Zellen in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO ebenfalls zu einer Modulation 
des cGMP-Effluxes nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen kam. Im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle nahm die cGMP-Konzentration intrazellulär unter Beschleunigungs-
bedingungen um ca. 120% ab (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 508,28 ± 63,0%; 1xg, 
632,933 ± 10,78%), während sie in den dazugehörigen extrazellulären Proben um ca. 1200% 
zunahm (0,1 mM DETA/NO: 5xg, 4626,98 ± 354,14%; 1xg, 3373,2 ± 199,64%). 
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Unter Hypergravitationsbedingungen kam es nach 24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO 
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-Kon-
zentration der Mh 9512-Zellen um das 5,0 ± 0,6fache (1xg: unstimuliert, 1,67 ± 0,16 pmol 
cGMP/mg Protein; 5xg: 0,1 mM DETA/NO, 8,49 ± 1,05 pmol cGMP/mg Protein), während 
die cGMP-Konzentration in den korrespondierenden 1xg-Proben um das 6,0 ± 0,1fache an-
stieg (1xg: unstimuliert, 1,67 ± 16 pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 
10,57 ± 0,18 pmol cGMP/mg Protein). Extrazellulär führte die Gegenwart von 
0,1 mM DETA/NO unter Hypergravitation zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels um das 
46,0 ± 3,2fache (1xg: unstimuliert, 5,56 ± 0,22 pmol cGMP/mg Protein; 5xg: 
0,1 mM DETA/NO, 257,26 ± 19,69 pmol cGMP/mg Protein). In den korrespondierenden 
1xg-Proben kam es zu einem Anstieg um das 65,1 ± 7,1fache (1xg: unstimuliert, 5,56 ± 0,22 
pmol cGMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO, 187,55 ± 11,1 pmol cGMP/mg Protein, Anga-
ben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.6).  
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Die Stimulierbarkeit der Zellen verändert sich unter Zentrifugationsbedingungen nicht. Auch 
in den „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten zeigte sich nach 24 h unter Hypergravitationsbe-
dingungen ein Effekt auf den cGMP-Efflux: die intrazelluläre cGMP-Konzentration der 
zentrifugierten Zellen nahm ab, während die korrespondierende extrazelluläre cGMP-Kon-
zentration anstieg.  
3.4.3 Hochmetastasierende Melanomzellen (BLM) 
Mit der hochmetastasierenden Melanomzelllinie (BLM) wurden in gleicher Art und Weise 
Untersuchungen zum Effekt von Langzeitzentrifugation (24 h 5xg) durchgeführt. Um die 
cGMP-Synthese zu stimulieren, wurden hier ANP (1 µM) und im Vergleich 0,1 mM  
DETA/NO eingesetzt.  
Abbildung 3.4.7 zeigt anhand der prozentualen Veränderungen, dass Hypergravitation keinen 
modulierenden Effekt auf den cGMP-Efflux ANP-stimulierter hochmetastasierender Mela-
nomzellen hat. Stimulation mit ANP (1 µM) erhöhte insgesamt die cGMP-Konzentrationen in 
den BLM-Zellen. Die intrazelluläre cGMP-Konzentration der Zellen stieg unter Hypergravi-
tationsbedingungen (24 h 5xg) nach Stimulation mit 1 µM ANP um das 6,0 ± 0,05fache auf 
597,55 ± 8,12% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%) (5xg: unstimuliert, 
3,78 ± 0,03 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP, 22,68 ± 0,2 pmol cGMP/mg Protein). Die 
entsprechenden 1xg-Proben zeigten einen Anstieg auf 438,68 ± 79,78% (1xg: unstimuliert, 
5,08 ± 0,55 pmol cGMP/mg Protein; 1 µM ANP, 22,07 ± 1,63 pmol cGMP/mg Protein). Ex-
trazellulär kam es in Gegenwart von ANP unter Hypergravitation zu einem Anstieg um das 
100,0 ± 2,9fache auf 9188,86 ± 466,57% (5xg: unstimuliert, 4,58 ± 0,8 pmol 
cGMP/mg Protein; 1 µM ANP, 460,8 ± 13,6 pmol cGMP/mg Protein) im Vergleich zur un-
stimulierten Kontrolle. Die 1xg-Proben zeigten einen Anstieg auf 8215,93 ± 608,46% (Anga-
ben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.7).  
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Abbildung 3.4.8 zeigt die prozentualen Veränderungen der cGMP-Konzentration in BLM-
Zellen in Gegenwart von DETA/NO (0,1 mM). Wie erwartet, reagierten diese Zellen weder 
unter 1xg-Bedingungen noch unter 5xg-Bedingungen auf die Stimulation mit DETA/NO 
(Angaben in pmol cGMP/mg Protein vergl. Tabelle 3.4.8).  
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3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse von Langzeitzentrifugation auf den 
cGMP-Spiegel NO-stimulierter humaner Melanozyten und Melanom-
zellen 
Abbildung 3.4.9 zeigt eine Übersicht über die prozentualen intra- und extrazellulären Verän-
derungen der cGMP-Konzentrationen nach Stimulation der verschiedenen melanozytären 
Zellen mit 0,1 mM DETA/NO bzw. 1 µM ANP und anschließender Langzeitzentrifugation 
(24 h 5xg). Aus der Darstellung geht hervor, dass NO-stimulierte normale humane Melano-
zyten, nichtmetastasierende Melanomzellen und „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten nach 24 
h unter Hypergravitationsbedingungen (5xg) mit einer Abnahme der intrazellulären und einer 
Zunahme der extrazellulären cGMP-Konzentration reagierten. Somit hatte Langzeit-Hyper-
gravitation einen modulierenden Effekt auf den cGMP-Efflux dieser Zelllinien. In hochme-
tastasierenden Melanomzellen (BLM) hatte Hypergravitation keinen modulierenden Effekt 
auf den cGMP-Efflux. Wie erwartet reagierten diese Zellen auf die Anwesenheit eines NO-
Donors nicht mit einer Erhöhung der cGMP-Synthese. Diese konnte durch ANP (1 µM) sti-
muliert werden. 
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Tabelle 3.4.1 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 1,0 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 2,9 ± 0,4 6,51 ± 1,0 102,4 ± 10,5 
 5 1,59 ± 0,22 4,0 ± 0,83 77,32 ± 5,49 
extrazellulär 1 1,95 ± 0,49 38,14 ± 7,34 426,1 ± 4,47 
 5 2,5 ± 0,36 64,3 ± 14,55 1373,02 ± 181,35 
      
Tabelle 3.4.2 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 5xg in Anwesenheit von Trequinsin (1 µM) 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 1,0 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 3,4 ±  0,1 6,36 ± 0,4 45,46 ± 6,7 
 5 4,66 ± 0,8 12,47 ± 1,7 79,63 ± 1,63 
extrazellulär 1 3,26 ± 0,66 38,88 ± 0,15 211,92 ± 7,2 
 5 3,03 ± 0,17 42,85 ± 3,6 174,16 ± 21,3 
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Tabelle 3.4.3 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 5xg ohne PDE-Inhibitor 
 [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert ohne IBMX 
0,1 mM DETA/NO 
ohne IBMX 
intrazellulär 1 2,1 ± 0,31 10,53 ± 1,35 
 5 1,37 ± 0,22 5,84 ± 1,25 
extrazellulär 1 0,86 ± 0,11 7,63 ± 0,67 
 5 1,17 ±  0,16 11,66 ± 0,85 
      
Tabelle 3.4.4 
cGMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 2xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 2,07 ± 0,1 3,9 ± 0,8 
 2 1,13 ± 0,39 1,58 ± 0,2 
extrazellulär 1 2,83 ± 0,19 9,72 ± 0,76 
 2 3,25 ± 0,4 17,1 ± 0,82 
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Tabelle 3.4.5 
cGMP-Konzentration in Mf 9505-Zellen nach 24 h bei  5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 2,74 ± 0,28 8,46 ± 0,19 
 5 n.b.* 5,7 ± 0,55 
extrazellulär 1 3,06 ± 0,29 198,88 ± 21,78 
 5 n.b. 217,88 ± 25,26 
* n.b.= nicht bestimmt 
      
Tabelle 3.4.6 
cGMP-Konzentration in Mh 9512-Zellen nach 24 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 1,67 ±  0,16 10,57 ± 0,18 
 5 n.b.* 8,49 ± 1,05 
extrazellulär 1 5,56 ± 0,29 187,55 ± 11,1 
 5 n.b. 257,26 ± 19,69 
* n.b.= nicht bestimmt 
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Tabelle 3.4.7 
cGMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 24 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 1 µM ANP 
intrazellulär 1 5,08 ± 0,55 22,07 ± 1,63 
 5 3,78 ± 0,03 22,68 ± 0,20 
extrazellulär 1 4,49 ± 0,12 363,78 ± 27,71 
 5 4,58 ± 0,83 460,8 ± 13,59 
 
      
Tabelle 3.4.8 
cGMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 24 h bei 5xg 
in Anwesenheit von IBMX 
  [pmol cGMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 4,0 ± 0,20 4,21 ± 0,50 
 5 3,0 ± 0,60 3,08 ± 0,5 
extrazellulär 1 1,06 ± 0,16 1,22 ± 0,10 
 5 0,85 ± 0,06 0,82 ± 0,14 
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3.5 Effekte von Hypergravitation auf den cAMP-Spiegel NO-
stimulierter humaner Melanozyten und Melanomzellen 
Um zu untersuchen, ob Hypergravitation auch einen Effekt auf die intra- und extrazelluläre 
cAMP-Konzentration in NO-stimulierten Zellen hat, wurden normale humane Melanozyten, 
„non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten und Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungs-
potentials (1F6 und BLM) mit direkten NO-Donoren (NONOate) bzw. ANP stimuliert und 
für 4 h oder 24 h unter 1xg- oder 5xg-Bedingungen inkubiert. 
Die Zellen wurden für die Kurz- und Langzeitinkubationen (4 h bzw. 24 h) wie in Abschnitt 
3.2 beschrieben, vorbehandelt und stimuliert. Sofort nach der Stimulation wurden die Gefäße 
mit den stimulierten Proben wie auch unstimulierte Kontrollen in die Zentrifuge eingesetzt 
(siehe Abschnitt 2.4.1) und für 4 h oder 24 h mit einer Beschleunigung von 2xg oder 5xg 
zentrifugiert. Parallel wurden stimulierte und unstimulierte 1xg-Kontrollen unter den gleichen 
Umgebungsbedingungen (37°C, 5 Vol% CO2 und 95 Vol% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Der 
endogene cAMP-Abbau wurde durch Zugabe von 0,1 mM IBMX oder 1 µM Trequinsin (TQ) 
inhibiert. Bei einer Versuchsdauer von 4 h wurde zur Stimulation PAPA/NO (t1/2 ~ 30 min, 
pH 7,4, 37°C) in einer Konzentration von 0,1 mM verwendet. Langzeitinkubationen (24 h) 
wurden in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO (t1/2 ≥ 500 min, pH 7,4, 37°C) durchgeführt. 
Zur Stimulation der hochmetastasierenden Melanomzellen (BLM) wurde auch ANP (1 µM) 
verwendet.  
Nach der Versuchszeit wurden die Zellen wie unter Abschnitt 2.7.1 beschrieben, weiterbe-
handelt und die intra- und extrazellulären cAMP-Konzentrationen in einem Fluoreszenzim-
munoassay (siehe Abschnitt 2.7) in Triplikaten aller Proben bestimmt. Die Ergebnisse dieser 
Bestimmungen wurden auf den Proteingehalt der Proben (siehe Abschnitt 2.8) normiert, so 
dass die cAMP-Konzentration in pmol cAMP/mg Protein berechnet werden konnte. Die Ver-
änderung der cAMP-Konzentrationen der stimulierten Proben wurde im Vergleich zu der der 
korrespondierenden unstimulierten Beschleunigungskontrolle betrachtet. 
3.5.1 Kurzzeitzentrifugation (4 h) 
Die Veränderungen der intra- und extrazellulären cAMP-Konzentrationen wurden in 1F6-
Zellen nach 4 h in Gegenwart von 0,1 mM PAPA/NO untersucht (Abbildung 3.5.1). In Ge-
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genwart von 0,1 mM PAPA/NO stieg die intrazelluläre cAMP-Konzentration unter 1xg-Be-
dingungen gegenüber der unstimulierten Kontrolle um das 4,9 ± 0,5fache an. Unter Hyper-
gravitationsbedingungen kam es in den entsprechenden Proben zu einem 1,6 ± 0,4fachen An-
stieg. Eine extrazelluläre cAMP-Konzentration war nach 4 h unter Hypergravitationsbedin-
gungen weder in den stimulierten noch den unstimulierten Proben nachweisbar. Hypergravi-
tation hatte nach 4 h keinen eindeutigen Effekt auf die Stimulierbarkeit der Zellen. In Tabelle 
3.5.1 sind die absoluten cAMP-Konzentrationen in pmol cAMP/mg Protein aufgelistet. 
 
3.5.2 Langzeitzentrifugation (24 h) 
In Abbildung 3.5.2 A, B und C sind die cAMP-Konzentrationen unter verschiedenen Be-
schleunigungsbedingungen und in Anwesenheit verschiedener Inhibitoren dargestellt.  
Abbildung 3.5.2 A zeigt die Veränderungen der cAMP-Konzentrationen in 1F6-Zellen unter 
Hypergravitationsbedingungen von 2xg in Anwesenheit von 0,1 mM DETA/NO. Unter diesen 
experimentellen Bedingungen kam es zu einem 1,4 ± 0,13fachen Anstieg der intrazellulären 
cAMP-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die korrespondierenden 
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nichtzentrifugierten Proben zeigten einen leichten Anstieg des intrazellulären cAMP-Spiegels 
um das 1,2 ± 0,24fache im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (unstimuliert: 1xg, 
4,69 ± 0,32 pmol cAMP/mg Protein; 2xg, 6,87 ± 0,37 pmol cAMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO: 1xg, 6,88 ± 0,42 pmol cAMP/mg Protein; 2xg, 8,35 ± 1,4 pmol cAMP/mg Pro-
tein). Die extrazelluläre cAMP-Konzentration der DETA/NO-stimulierten Proben war unter 
2xg-Bedingungen um das 1,75 ± 0,4fache gegenüber der unstimulierten Kontrolle erhöht, 
unter 1xg-Bedingungen kam es in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO zu einem Anstieg um 
das 1,8 ± 0,7fache (unstimuliert: 1xg, 4,57 ± 0,43 pmol cAMP/mg Protein; 2xg, 
7,53 ± 0,36 pmol cAMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 1xg, 8,19 ± 2,0 pmol cAMP/mg 
Protein; 2xg, 13,08 ± 1,9 pmol cAMP/mg Protein). In Tabelle 3.5.2 sind die absoluten cAMP-
Konzentrationen in pmol cAMP/mg Protein aufgelistet.  
Abbildung 3.5.2 B zeigt die Veränderungen der cAMP-Konzentrationen unter 5xg-Bedingun-
gen. In Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO kam es intrazellulär unter 1xg- wie auch unter 
5xg-Bedingungen zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration um das 1,3 ± 0,1fache (unsti-
muliert: 1xg, 2,55 ± 0,22 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 4,42 ± 0,31 pmol cAMP/mg Protein; 
0,1 mM DETA/NO: 1xg, 3,44 ± 0,15 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 5,69 ± 0,03 pmol 
cAMP/mg Protein). Extrazellulär gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der 
cAMP-Konzentration der stimulierten und der unstimulierten Zellen. Allerdings stieg die 
cAMP-Konzentration sowohl in den stimulierten als auch in den unstimulierten Proben unter 
Hypergravitationsbedingungen stärker an als unter 1xg-Bedingungen (unstimuliert: 1xg, 
9,62 ± 0,94 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 14,2 ± 3,4 pmol cAMP/mg Protein; 0,1 mM  
DETA/NO: 1xg, 9,56 ± 0,54 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 12,97 ± 1,1 pmol cAMP/mg Pro-
tein). In Tabelle 3.5.3 sind die absoluten cAMP-Konzentrationen in pmol cAMP/mg Protein 
aufgelistet.  
In Abbildung 3.5.2 C sind die cAMP-Konzentrationen NO-stimulierter 1F6-Zellen in Anwe-
senheit des hochselektiven Inhibitors für MRP 4/5 und PDE 5 Trequinsin (TQ, 1 µM) darge-
stellt. Unter Hypergravitationsbedingungen unterschieden sich die cAMP-Konzentrationen 
der stimulierten und unstimulierten Proben in Anwesenheit von 1 µM TQ nicht. Unter 1xg-
Bedingungen stieg die cAMP-Konzentration um das 1,8 ± 0,1fache im Vergleich zur unsti-
mulierten Kontrolle. Eine extrazelluläre cAMP-Konzentration war nicht nachweisbar, was auf 
die Inhibierung des cAMP-Effluxes in Anwesenheit von TQ hindeutet. In Tabelle 3.5.4 sind 
die absoluten cAMP-Konzentrationen in pmol cAMP/mg Protein aufgelistet. 
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Unter Beschleunigungsbedingungen stiegen die intra- und extrazellulären cAMP-Konzentra-
tionen in stimulierten und unstimulierten Proben unabhängig vom Inhibitor stärker an als un-
ter 1xg-Bedingungen, was möglicherweise auf einen Einfluss von Hypergravitation auf die 
cAMP-Synthese hindeutet. Beschleunigung von 5xg hatte jedoch keinen Effekt auf den 
cAMP-Efflux, zudem war kein eindeutiger Effekt des NO-Donors auf die cAMP-Synthese in 
nichtmetastasierenden Melanomzellen zu beobachten.  
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Die cAMP-Konzentration wurde auch in den hochmetastasierenden BLM-Zellen untersucht. 
Abbildung 3.5.3 A und B zeigen anhand der intra- und extrazellulären Konzentrationen nach 
24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO oder 1 µM ANP, dass sich der cAMP-Spiegel der 
stimulierten Zellen nicht von dem der korrespondierenden unstimulierten BLM-Zellen unter-
schied. Nach 24 h in Gegenwart von 1 µM ANP (Abb. 3.5.3 A) waren die extrazellulären 
cAMP-Konzentrationen gegenüber den intrazellulären um das 11,2 ± 3,0fache erhöht. Nach 
24 h in Anwesenheit von 0,1 mM DETA/NO (Abb. 3.5.3 B) war der extrazelluläre cAMP-
Spiegel um das 2,6 ± 0,5fache höher als der intrazelluläre. In beiden Fällen veränderte Hyper-
gravitation die Stimulierbarkeit der Zellen nicht und hatte keinen Effekt auf die Modulation 
des cAMP-Effluxes in NO- bzw. ANP-stimulierten hochmetastasierenden Melanomzellen. In 
Tabelle 3.5.5 sind die absoluten cAMP-Konzentrationen in pmol cAMP/mg Protein aufgeli-
stet. 
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NO-stimulierte normale humane Melanozyten (Mf 9595) und “non-lesional” Vitiligo-Mela-
nozyten (Mh 9512) wurden ebenfalls auf Veränderungen ihres cAMP-Spiegels unter Be-
schleunigungsbedingungen hin untersucht. Abbildung 3.5.4 A zeigt die intra- und extrazellu-
lären Konzentrationen beider Zelllinien nach 24 h in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO. In 
den zentrifugierten Mf 9505-Zellen stieg der intrazelluläre cAMP-Spiegel in den stimulierten 
Zellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 4,4 ± 1,2fache an, während es in den 
korrespondierenden 1xg-Proben zu einem Anstieg um das 2,5 ± 0,8fache kam (unstimuliert: 
1xg, 2,51 ± 0,16 pmol cAMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 1xg, 6,3 ± 0,91 pmol 
cAMP/mg Protein; 5xg, 10,97 ± 0,7 pmol cAMP/mg Protein). Extrazellulär nahm die cAMP-
Konzentration in Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO in den zentrifugierten Proben im Ver-
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gleich zur unstimulierten Kontrolle um das 3,3 ± 1,3fache zu. In den korrespondierenden 1xg-
Proben stieg sie um das 2,3 ± 1,2fache.  
Wie Abbildung 3.5.4 B zeigt, war die intrazelluläre cAMP-Konzentration in den NO-stimu-
lierten Mh 9512-Zellen unter 1xg-Bedingungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um 
das 1,2 ± 0,1fache erhöht. Hypergravitationsbedingungen ließen die cAMP-Konzentration in 
Gegenwart von 0,1 mM DETA/NO im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 
1,9 ± 0,19fache ansteigen (unstimuliert: 1xg, 4,81 ± 1,1 pmol cAMP/mg Protein; 0,1 mM 
DETA/NO: 1xg, 5,95 ± 0,25 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 9,26 ± 0,5 pmol cAMP/mg Pro-
tein). Die extrazelluläre cAMP-Konzentration war in den stimulierten Zellen unter 1xg-Be-
dingungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das 2,2 ± 1,0fache erhöht. Hyper-
gravitationsbedingungen ließen die cAMP-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten 
1xg-Kontrolle um das 3,3 ± 2,0fache ansteigen (unstimuliert: 1xg, 3,45 ± 0,32 pmol 
cAMP/mg Protein; 0,1 mM DETA/NO: 1xg, 7,68 ± 1,7 pmol cAMP/mg Protein; 5xg, 
11,33 ± 2,13 pmol cAMP/mg Protein). In Tabelle 3.5.6 sind die absoluten cAMP-Konzentra-
tionen in pmol cAMP/mg Protein aufgelistet. 
Nach 24 h war aber auch in normalen humanen Melanozyten und „non-lesional“ Vitiligo-
Melanozyten in Gegenwart von DETA/NO kein Effekt von Hypergravitation auf den cAMP-
Efflux zu beobachten. 
 
Ergebnisse 
 - 137 - 
 
Ergebnisse 
 - 138 - 
 
Tabelle 3.5.1 
cAMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 4 h bei 5xg  
in Anwesenheit von IBMX 
 [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 3,71 ±  1,23 18,16 ± 1,96 
 5 9,3 ± 0,2 14,97 ± 3,59 
extrazellulär 1 
 5 
cAMP-Konzentration nicht nachweisbar 
 
 
Tabelle 3.5.2 
cAMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 2xg  
in Anwesenheit von IBMX 
 [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 4,69 ± 0,23 6,88 ± 0,42 
 2 6,87 ± 0,37 8,35 ± 1,4 
extrazellulär 1 4,57 ± 0,43 7,53 ± 0,36 
 2 8,19 ± 2,0 13,08 ± 1,9 
 
 
      
Tabelle 3.5.3 
cAMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 5xg  
in Anwesenheit von IBMX 
 [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 2,55 ± 0,22 3,44 ± 0,15 
 5 4,42 ± 0,31 5,69 ± 0,03 
extrazellulär 1 9,62 ± 0,94 9,56 ± 0,54 
 5 14,2 ± 3,4 12,97 ± 1,1 
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Tabelle 3.5.4 
cAMP-Konzentration in 1F6-Zellen nach 24 h bei 5xg  
in Anwesenheit von Trequinsin (1 µM) 
 [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 5,23 ± 0,18 9,53 ± 0,08 
 5 9,27 ± 0,1 8,79 ± 0,9 
extrazellulär 1 
 5 
cAMP-Konzentration nicht nachweisbar 
 
      
Tabelle 3.5.5 
cAMP-Konzentration in BLM-Zellen nach 24 h bei 5xg 
  [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) intrazellulär extrazellulär 
1 2,33 ± 0,06 25,18 ± 3,56 
unstimuliert 
5 3,21 ± 0,24 28,3 ± 3,56 
1 3,11 ± 0,32 33,7 ± 4,54 
1 µM ANP 
5 3,05 ± 0,21 44,01 ± 3,73 
1 3,28 ± 0,46 9,47 ± 2,0 
unstimuliert 
5 3,31 ± 0,26 9,8 ± 1,8 
1 3,87 ± 0,42 8,16 ± 1,9 
0,1 mM DETA/NO 
5 2,63 ± 0,51 8,41 ± 0,4 
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Tabelle 3.5.6 
cAMP-Konzentration in Mf 9505 und Mh 9512- Zellen nach 24 h bei 5xg  
   [pmol cAMP/mg Protein] 
 (g) unstimuliert 0,1 mM DETA/NO 
intrazellulär 1 2,51 ± 0,16 6,3 ± 0,91 
 5 n.b.* 10,97 ± 0,7 
extrazellulär 1 2,39 ± 0,62 5,39 ± 1,3 
Mf 9505 
 5 n.b. 7,99 ± 1,1 
intrazellulär 1 4,81 ± 1,1 5,95 ± 0,25 
 5 n.b.* 9,26 ± 0,5 
extrazellulär 1 3,45 ± 0,32 7,68 ± 1,7 
Mh 9512 
 5 n.b. 11,33 ± 2,13 
n.b.* = nicht bestimmt 
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4 Diskussion 
Mechanischer Stress beeinflusst die Signaltransduktionsprozesse verschiedenster Zelltypen. 
Dabei sind die biochemischen Veränderungen von der Art der auf die Zellen ausgeübten me-
chanischen Kräfte abhängig. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass zentrifugale 
Beschleunigung (bis zu 5xg) einen modulierenden Einfluss auf die intra- und extrazelluläre 
Konzentration des sekundären Botenstoffes cGMP in NO-stimulierten melanozytären Zellen 
hat. In normalen humanen Melanozyten, Vitiligo-Melanozyten und nichtmetastasierenden 
Melanomzelllinien, deren cGMP-Synthese durch Zugabe von NO-Donoren stimuliert war, 
erhöhte Langzeit-Hypergravitation (24 h 5xg) den cGMP-Efflux. Im Gegensatz dazu zeigten 
hochmetastasierende Melanomzellen, deren cGMP-Synthese mit ANP stimuliert war, keine 
durch Hypergravitation induzierte Veränderung der cGMP-Konzentrationen. Kurzzeitzentri-
fugation (bis zu 6 h bei 5xg) hatte unter gleichen experimentellen Bedingungen keinen ein-
deutigen Effekt auf die Regulation der Konzentration des sekundären Botenstoffes cGMP in 
melanozytären Zellen. Diese Ergebnisse stützen den Befund, dass Langzeit-Hypergravitation 
einen Effekt auf den cGMP-Efflux in normalen humanen Melanozyten und nichtmetastasie-
renden Melanomzellen ausübt, während hochmetastasierende Melanomzellen von Hypergra-
vitation unbeeinflusst bleiben. 
4.1 Effekte von Kurzzeitzentrifugation auf den cGMP-Efflux NO-
stimulierter humaner Melanomzellen unterschiedlichen 
Metastasierungspotentials 
Die Rolle von NO und seine Wirkung auf epidermale physiologische und pathophysiologi-
sche Prozesse wurden in den letzten Jahren besonders intensiv untersucht (Romero-Graillet 
1996, Ivanova et al. 1997, 2001, 2004, 2005, Boissel et al. 2004, Yamaoka et al. 2004, Gallala 
et al. 2004). Dabei ist die Wirkung von NO von seiner Konzentration, der Einwirkzeit und 
den chemischen und biochemischen zellulären Umgebungsbedingungen abhängig. Hohe NO-
Konzentrationen, wie sie von der induzierbaren NOS (iNOS) produziert werden, sind erwie-
senermaßen toxisch, während geringere Konzentrationen NO, wie sie durch die Aktivität der 
konstitutiven NOS entstehen, als protektiv und wachstumsfördernd erachtet werden (Kolb J.P. 
2000). Um den Einfluss von Hypergravitation auf NO-stimulierte melanozytäre Zellen zu 
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untersuchen, wurden Kurz- und Langzeitexperimente mit normalen humanen Melanozyten 
und Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials durchgeführt.  
In vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Hypergravitation den cGMP-Efflux 
in melanozytären Zellen stimuliert, wenn deren endogene cGMP-Hydrolyse inhibiert ist (Iva-
nova et al. 2004). Um zu untersuchen, ob Hypergravitation den cGMP-Efflux unter der Be-
dingung einer durch NO stimulierten cGMP-Synthese beeinflusst, wurden die untersuchten 
Melanozyten und Melanom-Zelllinien mit unterschiedlichen NO-Donoren stimuliert. Neben 
SIN-1, das neben NO auch das Superoxid-Anion freisetzt, welches weiter zu NO-Redoxspe-
zies reagieren kann, wurden NONOate als direkte NO-Donoren eingesetzt. Durch die Ver-
wendung der NONOate, die jeweils eine unterschiedliche Kinetik der NO-Freisetzung auf-
weisen, ergab sich die Möglichkeit der kontrollierten und kontinuierlichen Freisetzung einer 
definierten NO-Konzentration. Zur Stimulation während der Kurzzeitzentrifugationen wurde 
PAPA/NO (t1/2 ~ 30 min) verwendet, während die Langzeituntersuchungen in Gegenwart von 
DETA/NO (t1/2 ≥ 500 min) jeweils in den Konzentrationen 0,1 mM und 1,0 mM durchgeführt 
wurden. 
In Kurzzeituntersuchungen konnten wir zeigen, dass es in 0,1 mM PAPA/NO-stimulierten 
nichtmetastasierenden Melanomzellen nach 1 h - 6 h unter Zentrifugationsbedingungen nicht 
zu einer Modulation der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentrationen kommt. In Anwe-
senheit von 0,1 mM PAPA/NO steigt die intrazelluläre cGMP-Konzentration nach 1 h unter 
1xg-Bedingungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um 267%, nach 4 h um 1480% 
und nach 6 h um 219% an. Unter Hypergravitationsbedingungen kommt es nach 1 h zu einem 
Anstieg um 255%, nach 4 h um 1998% und nach 6 h um 238%. Die prozentualen Anstiege 
zeigen, dass die Zellen unter den experimentellen Bedingungen gut stimulierbar sind. Die 
Stimulierbarkeit der sGC durch PAPA/NO erreicht nach 4 h ein Maximum. 
Die extrazellulären cGMP-Konzentrationen der NO-stimulierten nichtmetastasierenden Mela-
nomzellen steigen nach 1 h unter Hypergravitation um 4319%, nach 4 h um 26423% und nach 
6 h um 1903% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle an, während die cGMP-Konzentra-
tionen der korrespondierenden 1xg-Proben nach 1 h um 4222%, nach 4 h um 25231% und 
nach 6 h um 1122% ansteigen. Dieser Effekt konnte auch nach 6 h in Gegenwart von 0,1 mM 
DETA/NO beobachtet werden. Durch Stimulation nichtmetastasierender Melanomzellen mit 
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PAPA/NO kommt es zu einem Anstieg der intra- und extrazellulären cGMP-Konzentration in 
zentrifugierten und nichtzentrifugierten Zellen. Hypergravitation hat keinen modulierenden 
Effekt auf den cGMP-Efflux. Da der cGMP-Efflux sehr wahrscheinlich auch durch MRP 4 
und 5 vermittelt und nach Langzeitzentrifugation (24 h) zu beobachten ist, kann angenommen 
werden, dass es während der Kurzzeitzentrifugationen in nichtmetastasierenden 
Melanomzellen noch nicht zu einer verstärkten Expression selektiver und nicht-selektiver 
Transport-Proteine gekommen ist. 
Übereinstimmend mit diesen Untersuchungen wurde auch in den hochmetastasierenden Me-
lanomzellen nach Kurzzeitzentrifugation kein Effekt auf den cGMP-Efflux gefunden. Um den 
Einfluss von Kurzzeitzentrifugation auf den cGMP-Efflux in diesen Zellen unter der Bedin-
gung einer erhöhten cGMP-Synthese zu untersuchen, wurden Zentrifugations-Experimente 
bis zu 4 h in Gegenwart von ANP (1 µM) durchgeführt. Nach 1 h steigt die intrazelluläre 
cGMP-Konzentration in den zentrifugierten Proben um das 2,4fache im Vergleich zur unsti-
mulierten Kontrolle, während es in den 1xg-Proben zu einem Anstieg um das 2,7fache 
kommt. Die korrespondierende extrazelluläre Konzentration steigt unter Beschleunigungsbe-
dingungen um das 7,7fache, unter 1xg-Bedingungen kommt es zu einem Anstieg um das 
8,8fache. Nach 4 h steigt die intrazelluläre cGMP-Konzentration in den zentrifugierten und 
nichtzentrifugierten Proben in Gegenwart von ANP um das 3fache an, während es in den ex-
trazellulären Proben unter 1xg- und 5xg-Bedingungen zu einem Anstieg um das 24fache 
kommt. Auch unter den experimentellen Bedingungen der Kurzzeit-Untersuchungen waren 
die hochmetastasierenden Melanomzellen gut stimulierbar, was auf die gut aktivierbare GC-A 
zurückzuführen ist. Da sich sowohl die intra- als auch die extrazellulären cGMP-Konzentrati-
onen nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen im Vergleich zur 1xg-Kontrolle jeweils 
nicht signifikant voneinander unterscheiden, kann angenommen werden, dass Kurzzeit-Hy-
pergravitation keinen Effekt auf den cGMP-Efflux in hochmetastasierenden Melanomzellen 
hat. Diese Ergebnisse zeigen, dass Kurzzeitzentrifugation keinen Effekt auf den cGMP-Efflux 
in hochmetastasierenden Melanomzellen unter der Bedingung einer Induktion der cGMP-
Synthese durch ANP hat. Dies ist wahrscheinlich auf die unter basalen Bedingungen bereits 
erhöhte cGMP-Synthese und erhöhten cGMP-Efflux (Ivanova et al. 2004) zurückzuführen. 
Diese bedingen möglicherweise die schnelle Anpassungsfähigkeit und die Unempfindlichkeit 
der Zellen gegenüber Hypergravitation. 
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4.2 Effekte von Langzeitzentrifugation auf den cGMP-Efflux NO-
stimulierter humaner Melanozyten und Melanomzellen  
In Langzeituntersuchungen konnten wir zeigen, dass es sowohl in 0,1 mM DETA/NO-stimu-
lierten normalen Melanozyten, „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten sowie in nichtmetastasie-
renden Melanomzellen nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen (5xg) im Vergleich zur 
1xg-Kontrolle zu einer Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration kommt. In norma-
len humanen Melanozyten kam es zu einer Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration 
um 88%, „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten und nichtmetastasierende Melanomzellen 
(1F6) zeigten eine Abnahme um 124% bzw. um 120%. Diese Effekte wurden verstärkt in Ge-
genwart der höheren DETA/NO-Konzentration (1,0 mM) beobachtet, gleichzeitig kam es in 
Gegenwart dieser Konzentration zu einer Deadhäsion von ca. 25% der Zellen. Aufgrund des-
sen wurden die Untersuchungen hauptsächlich mit 0,1 mM DETA/NO durchgeführt. Der Ein-
fluss von Hypergravitation war sowohl in An- wie auch in Abwesenheit von IBMX als nicht-
spezifischem PDE-Inhibitor zu beobachten, was darauf hindeutet, dass es sich hierbei nicht 
um einen Effekt von IBMX handelt.  
Die korrespondierende extrazelluläre cGMP-Konzentration der NO-stimulierten nichtmetasta-
sierenden Melanomzellen steigt nach 24 h unter Zentrifugationsbedingungen um ca. 728% an, 
in normalen Melanozyten und „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten kommt es zu einer Zu-
nahme um 4311,5 bzw. 1253,8% im Vergleich zur korrespondierenden 1xg-Kontrolle. Der 
gleiche Effekt deutet sich bereits bei geringerer Beschleunigung (2xg) an. Da sich die Stimu-
lierbarkeit der Guanylyl-Zyklase unter Zentrifugationsbedingungen nicht geändert hat und die 
Untersuchungen unter PDE-Inhibition durchgeführt wurden, kann angenommen werden, dass 
es sich um einen durch Hypergravitation stimulierten cGMP-Efflux in kultivierten Melano-
zyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen handelt.  
Der spezifische cGMP-Transport in den extrazellulären Raum wird in einem ATP-abhängigen 
Prozess insbesondere von zwei Mitgliedern der Familie der ABC-Transporter, MRP 4/5, 
vermittelt. Für den hochspezifischen PDE 5-Inhibitor Trequinsin (TQ) wurde gezeigt, dass er 
insbesondere den MRP 4 und 5-vermittelten cGMP-Export hochspezifisch inhibieren kann 
(Jedlitschky et al. 2000, Wielinga et al. 2003). In den Untersuchungen zu Langzeiteffekten 
von Hypergravitation auf DETA/NO-stimulierte nichtmetastasierende Melanomzellen konnte 
der durch Hypergravitation verstärkte cGMP-Efflux mit TQ (1 µM) inhibiert werden. Dies 
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lässt auf eine mögliche Beteiligung dieser Transporter an der durch Hypergravitation 
induzierten cGMP-Extrusion schließen. Da dieser Effekt nur nach Langzeitzentrifugation 
festgestellt werden konnte, ist er sehr wahrscheinlich auf eine erhöhte Expression der 
hochspezifischen cGMP-Exporter MRP 4 und 5 und nicht-selektiver cGMP-Transporter 
zurückzuführen.  
Im Gegensatz dazu hatte Hypergravitation keinen modulierenden Effekt auf die cGMP-Kon-
zentrationen NO-stimulierter hochmetastasierender Melanomzellen, da diese Zellen infolge 
fehlender Expression der β-Untereinheit des heterodimeren Proteins keine funktionale NO-
sensitive sGC exprimieren (Ivanova et al. 2001). Interessanterweise exprimieren die hochme-
tastasierenden Melanomzellen eine funktionale membrangebundene GC (GC-A und GC-B), 
deren Aktivität bereits unter basalen Bedingungen hochreguliert ist. Um zu untersuchen, ob 
Hypergravitation einen Effekt auf den cGMP-Efflux in diesen Zellen unter der Bedingung 
einer erhöhten cGMP-Synthese hat, wurden Langzeitexperimente in Gegenwart des natriureti-
schen Peptids ANP (1 µM) durchgeführt. Unter den experimentellen Bedingungen stieg die 
intrazelluläre cGMP-Konzentration in Anwesenheit von 1 µM ANP im Vergleich zur unsti-
mulierten Kontrolle in den nichtzentrifugierten Proben um das 4,3fache an, unter Beschleuni-
gungsbedingungen kam es zu einem 6,0fachen Anstieg. Die korrespondierende extrazelluläre 
Konzentration stieg unter Beschleunigungsbedingungen um das 100,6 fache, während es in 
den 1xg-Proben zu einem Anstieg der cGMP-Konzentration um das 81,02fache kam. Diese 
hohe Stimulierbarkeit ist auf eine unter den experimentellen Bedingungen gut aktivierbare 
GC-A dieser Zellen zurückzuführen. Da sich sowohl die intra- als auch die extrazellulären 
cGMP-Konzentrationen nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen im Vergleich zur 
1xg-Kontrolle jeweils nicht signifikant voneinander unterscheiden, kann angenommen wer-
den, dass Hypergravitation keinen Effekt auf den cGMP-Efflux in hochmetastasierenden 
Melanomzellen hat. Diese Ergebnisse zeigen, dass Langzeit-Hypergravitation keinen Effekt 
auf den cGMP-Efflux in hochmetastasierenden Melanomzellen unter der Bedingung einer 
Induktion der cGMP-Synthese durch natriuretische Peptide hat. Dies könnte auf die bereits 
unter basalen Bedingungen stärkere cGMP-Synthese zurückzuführen sein, die bereits von 
Ivanova et al. 2004 beschrieben wurde. Aus diesem grundsätzlich erhöhten cGMP-Efflux 
resultiert möglicherweise auch die weitestgehende Unempfindlichkeit bzw. das Anpassungs-
vermögen der Zellen gegenüber Hypergravitation, da eine erhöhte intrazelluläre cGMP-Pro-
duktion toxische Wirkung auf die Zellen haben kann (Li et al. 1997, Montoliu et al. 1999). 
Diskussion 
 - 146 - 
Zusätzlich kann der Efflux von cGMP in den extrazellulären Raum auch eine Funktion bei der 
Signalübertragung in der Zell-Zell-Kommunikation haben (Montoliu et al. 1999, Chevalier et 
al. 1996). 
4.3 Effekte von Langzeitzentrifugation auf den cAMP-Efflux NO-
stimulierter humaner Melanozyten und Melanomzellen  
Der sekundäre Botenstoff cAMP spielt in verschiedenen Regulationsmechanismen humaner 
Melanozyten und Melanomzellen eine Rolle. So ist er an der Signaltransduktion der Melano-
genese in Melanozyten und Differenzierungsprozessen von Melanomzellen beteiligt (Hunt et 
al. 1994, Park and Gilchrest 1999, Busca and Ballotti 2000).  
In vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Hypergravitation die cAMP-Syn-
these in melanozytären Zellen stimuliert, aber keinen Effekt auf den cAMP-Efflux dieser 
Zellen hat (Ivanova et al. 2004). 
In Langzeituntersuchungen konnten wir bestätigen, dass es auch in 0,1 mM DETA/NO-sti-
mulierten normalen humanen Melanozyten, „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten sowie 
nichtmetastasierenden Melanomzellen nach 24 h unter Hypergravitationsbedingungen zu ei-
nem Anstieg der intra- und extrazellulären cAMP-Konzentration kommt, was sehr 
wahrscheinlich auf eine unter Hypergravitationsbedingungen erhöhte AMP-Synthese 
zurückzuführen ist. Dieser Effekt konnte auch unter 2xg-Bedingungen beobachtet werden.  
Die ABC-Transporter MRP 4 und 5 sind auch am Transport von cAMP beteiligt (Lai and Tan 
2003, Wielinga et al. 2003). Der cAMP-Efflux konnte durch TQ (1 µM) inhibiert werden, was 
auf eine Beteiligung von MRP 4 und 5 an der cAMP-Extrusion hindeutet. Da es auch nach 
Kurzzeitzentrifugation (4 h) nicht zu einem cAMP-Efflux kommt, ist es wahrscheinlich, dass 
auch der cAMP-Efflux auf eine erhöhte Expression der hochspezifischen Transporter zurück-
zuführen ist.  
Interessanterweise zeigten ANP-stimulierte hochmetastasierende Melanomzellen, anders als 
die übrigen Zelllinien, im Vergleich zur intrazellulären eine um das 2 - 3fach höhere extra-
zelluläre cAMP-Konzentration. Möglicherweise ist dies auf eine unter basalen Bedingungen 
erhöhte cAMP-Extrusion zurückzuführen. Um genauere Aussagen darüber und über hyper-
gravitationsinduzierte Effekte auf die cAMP-Konzentration melanozytärer Zellen treffen zu 
können, sind weitere detaillierte Untersuchungen erforderlich.  
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4.4 Effekte von Hypergravitation auf Morphologie und Adhäsions-
effizienz NO-stimulierter humaner Melanozyten und 
Melanomzellen 
In vorangegangenen Studien über die Adhäsion melanozytärer Zellen an Komponenten der 
extrazellulären Matrix in Gegenwart von unterschiedlichen NO-Donoren wurde gezeigt, dass 
NO Effekte auf die Adhäsionseffizienz dieser Zellen hat (Ivanova et al. 1997). Um die Effekte 
des indirekten NO-Donors SIN-1 und direkter NO-Donoren (NONOate) unter 1xg- und 5xg-
Bedingungen zu untersuchen, wurden SIN-1 und DETA/NO in unterschiedlichen Konzentra-
tionen appliziert und die Morphologie zentrifugierter und nichtzentrifugierter nichtmetastasie-
render Melanomzellen nach 1,5 h bis 24 h untersucht. 
Es konnte gezeigt werden, dass es in Gegenwart von SIN-1 zu einer konzentrations- und zeit-
abhängigen Veränderung der Morphologie und Adhäsionseffizienz adhärenter Zellen kommt. 
SIN-1 löst nach 1,5 h in einer Konzentration von 0,5 mM unter 1xg- und 5xg-Bedingungen 
eine Deadhäsion von 20% – 30% der Zellen aus. Diese ist wahrscheinlich darauf 
zurückzuführen, dass beim Zerfall von SIN-1 neben NO das Superoxid-Anion ensteht, das 
weiter zu cytotoxischen Verbindungen wie Peroxinitrit reagieren kann; daher ist SIN-1 für 
Langzeituntersuchungen und Kurzzeitexperimente an NO-stimulierten Zellen nicht geeignet. 
Der direkte NO-Donor DETA/NO veränderte die Morphologie und die Adhäsionseffizienz 
der 1F6-Zellen ebenfalls zeit- und konzentrationsabhängig. Er löste in einer Konzentration 
von 0,1 mM weder unter Hypergravitationsbedingungen noch in den 1xg-Kontrollen mor-
phologische Veränderungen aus. Die Zellzahl und Proliferationsrate blieben in Gegenwart 
dieser Konzentration ebenfalls stabil (Abbildung 3.1.5), so dass sich die direkten NO-Dono-
ren in einer Konzentration von 0,1 mM als gut geeignet für Hypergravitationsexperimente an 
NO-stimulierten Zellen erwiesen haben. 
Die morphologische Untersuchung der hochmetastasierenden Melanomzellen in Gegenwart 
von ANP ergab, dass es weder nach Kurz- noch nach Langzeitzentrifugation zu einer Verän-
derung der Morphologie der Zellen kommt. 
Die unveränderte Morphologie und die stabile Zellzahl bedeuten eine gute Vitalität und Ad-
häsionseffizienz der Zellen unter den experimentellen Bedingungen, so dass die Untersu-
chungsergebnisse, die zur Veränderung der cGMP-Konzentrationen in 0,1 mM PAPA- oder 
DETA/NO- bzw. ANP-stimulierten melanozytären Zellen gewonnen wurden, als Effekte von 
Hypergravitation betrachtet werden können. 
Zusammenfassung und Ausblick 
 - 148 - 
5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Mechanischer Stress beeinflusst Signaltransduktionsprozesse verschiedenster Zelltypen. Un-
terschiedliche mechanische Kräfte können dabei distinkte biochemische Veränderungen ver-
ursachen. Es konnte gezeigt werden, dass auch die Veränderung der Schwerkraft (Mikrogra-
vitation und Hypergravitation) Auswirkungen auf Proliferation, Morphologie, Genexpression 
und Differenzierung von Zellen hat. 
Bisher sind Untersuchungen zum Einfluss von Hypergravitation auf humane Melanozyten 
noch selten. Da aber diese Zellen aufgrund ihrer Position in der Epidermis mechanischen Be-
lastungen ausgesetzt sind, ist die Untersuchung der zugrunde liegenden Signaltransduktions- 
und Regulationsmechanismen besonders interessant. Untersuchungen an humanen Melano-
zyten und Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential haben gezeigt, 
dass Hypergravitation differenzierte Effekte auf den cGMP-Efflux dieser Zellen hat.  
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Hypergravitation (Kurz- und 
Langzeit) den cGMP-Efflux melanozytärer Zellen unter der Bedingung einer durch NO sti-
mulierten cGMP-Synthese beeinflusst. Gemäß den Expressionsmustern der Isoformen der 
Guanylyl-Zyklase wurden normale Melanozyten und nichtmetastasierende Melanomzellen 
mit direkten NO-Donoren (PAPA/NO und DETA/NO) stimuliert, während die hochmetasta-
sierenden Melanomzellen, die keine NO-sensitive GC exprimieren, mit atrialem natriureti-
schem Peptid (ANP) stimuliert wurden.  
Unsere Ergebnisse zeigen, dass Langzeitzentrifugation (24 h 5xg) DETA/NO-stimulierter 
normaler humaner Melanozyten, „non-lesional“ Vitiligo-Melanozyten und nichtmetastasie-
render Melanomzellen zu einer Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration führt. Die 
korrespondierende extrazelluläre cGMP-Konzentration zeigt gleichzeitig einen Anstieg. Die 
Morphologie und Adhäsionseffizienz der Zellen verändert sich unter den experimentellen 
Bedingungen nicht. Daher und weil der cGMP-Efflux auch unter 2xg-Bedingungen beobach-
tet wurde und die Untersuchungen unter Hemmung der Phosphodiesterase durchgeführt wur-
den, handelt es sich hierbei sehr wahrscheinlich um einen durch Hypergravitation stimulierten 
cGMP-Efflux in kultivierten Melanozyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen. Der 
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cGMP- und der cAMP-Transport in den extrazellulären Raum konnte mit dem hochselektiven 
MRP 4/5- (multidrug resistance protein) und PDE 5-Inhibitor Trequinsin inhibiert werden. Da 
dieser Effekt nur nach Langzeitzentrifugation festgestellt wurde, ist er sehr wahrscheinlich auf 
eine erhöhte Expression dieser hochspezifischen Transporter zurückzuführen.  
In hochmetastasierenden Melanomzellen, deren cGMP-Synthese mit ANP stimuliert war, 
hatte Langzeitzentrifugation keinen Effekt auf den cGMP-Efflux, was möglicherweise auf 
eine bereits unter basalen Bedingungen stärkere cGMP-Synthese zurückzuführen ist. Die 
weitestgehende Unempfindlichkeit bzw. ihr Anpassungsvermögen an Hypergravitationsbe-
dingungen resultiert wahrscheinlich aus diesem grundsätzlich erhöhten cGMP-Efflux. 
Kurzzeitzentrifugation (bis zu 6 h 5xg) hatte keinen Effekt auf den cGMP-Efflux in NO- bzw. 
ANP-stimulierten melanozytären Zellen. Dieser Befund bestätigt die Hypothese, dass die 
cGMP-Extrusion bei Langzeitzentrifugation durch eine erhöhte Expression der hochspezifi-
schen ABC-Transporter MRP 4 und 5 bedingt sein könnte. 
Für cAMP konnte keine Modulation des Effluxes, wohl aber ein Anstieg der intra- und extra-
zellulären cAMP-Konzentration unter Hypergravitation festgestellt werden. Dieser ist wahr-
scheinlich auf eine durch Hypergravitation stimulierte cAMP-Synthese zurückzuführen. 
Diese Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass die NO-sGC/cGMP-Signalkaskade in Mela-
nozyten und nichtmetastasierenden Melanomzellen an der Wahrnehmung und dem Transfer 
von Hypergravitation in biochemische Signale beteiligt ist. Außerdem deuten sie darauf hin, 
dass hochmetastasierende Melanomzellen dieser Form der Signaltransduktion nicht unterlie-
gen. Scheinbar ist aber die Extrusion von cGMP eine Strategie zur Anpassung an eine durch 
Hypergravitation hervorgerufene Stresssituation. Die Aufklärung der zugrunde liegenden 
Signaltransduktions- und Extrusionsmechanismen sollte Ziel zukünftiger Forschung sein. Da 
die Beteiligung von MRP 4 und 5 auch in Zusammenhang mit Resistenzmechanismen in der 
Chemotherapie von Melanomzellen diskutiert wird, ist die Forschung auf diesem Gebiet von 
weitreichender Bedeutung. 
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